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Herstellung und Verwendung von humanen CD124 und CD116 
positiven Tumorzelllinien zur Herstellung von allogenen 
Oder semi -allogenen Immuntherapeutika 

10 



Beschreibung 

Die Erfindung beschreibt die Herstellung und Verwendung von 
15 CD124+ und CD116+ Zelllinien zur Herstellung von effektiven 

dendritischen Zellen (DC) mit Hilfe von stimulatorischen 
Molekiilen, ihre Verwendung zur Herstellung von allogenen 
oder semi -allogenen Immuntherapeutika, und deren Verwendung 
zur Behandlung oder Prophylaxe von Immunerkrankungen . 
20 AuSerdem beschreibt die Erfindung die Verwendung von CD124+ 

und CD116+ Tumor zelllinien, die bevorzugt auch CD34+ sind, 
als Modell- und Testsystem far die Testung der DC-Biologie 
und fur die Testung von Substanzen, die auf das Immunsystem 
und dessen Konditionierung Einflufi nehmen. 

Dendritische Zellen (DC) spielen eine wichtige Rolle als 
Antigen-prasentierende Zellen (APC) . Sie abermitteln 
costimulatorische Signale, die fur die T-Zell-Aktivierung 

30 notwendig sind, und induzieren primer e Immunantworten durch 

die Presentation von Antigenen fur CD4 + - und CD8 + - T- 
Zellen (Banchereau et al. 1998, Nature 392 (6673): 245- 
252). DC entwickeln sich aus h&natopoetischen 

VorlSuferzellen im Knochenmark und durchlaufen sequentiell 

35 verschiedene Dif f erenzierungsstuf en (intermediare 

Vorl^uferzellen im Blut und unreife DC in den peripheren 
Geweben und Organen) (Banchereau et al. 2000, Ann Rev 
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Immunol 18: 767-811) . Einmal im Gewebe angelangt erfiillen 
unreife DC (iDC) eine wichtige Sensor funkt ion, die durch 
eine hohe aktive Aufnahme von Antigenen aus dem umgebenden 
Milieu gekennzeichnet ist. Nach ihrer Stimulation durch 
externe Signale („Danger Signals*) wie z.B. bakterielle 
Oder virale Infektionen oder Entzttndungen migrieren die DC 
in die peripheren lymphatischen Organe, wo sie zu reifen DC 
ausdif f erenzieren und mittels Antigen-Prasentation T-Zellen 
aktivieren. 

Nach bisherigen Methoden zur Herstellung von DC in vitro 
erhalt man zwei Hauptpopulationen von DC- Vorlauf erzellen: 
CDla + /CD14" -Zellen, die sich zu Langerhans -Zellen (LC) 
entwickeln, und CDla"/CD14 + -Zellen, die zu interstitiellen 
DC ausdif f erenzieren. Monozyten konnen nach der 
Kultivierung mit GM-CSF und IL-4 einen Phanotyp entwickeln, 
der dem unreifer DC (iDC) ahnelt. Eine weitere 
Dif f erenzierung und Reifung wird durch verschiedene 
Stimuli, wie bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) , 
TNFalpha, PGE2, CD40-Ligand oder PolylC erreicht. Die 
bisher verfiigbaren, definierten Kultursysteme wurden fur 
Untersuchungen zur Biologie der DC eingesetzt. Ihr Einsatz 
fur Experimente im grofien MaSstab ist aber limitiert durch 
die AbhSngigkeit von verfugbarem Spendermaterial und dessen 
Variabilitat . Im Maussystem haben sich Zytokin (GM-CSF) - 
abhangige dendritische Zellinien als sehr wertvoll fur das 
Studium der DC-Diff erenzierung und -Entwicklung in in vitro 
und in vivo Krankheitsmodellen erwiesen. Solche Zelllinien 
wurden durch Immortal isierung von murinem Lymph- oder 
Hautgewebe gewonnen. Sie reprasentieren einen unreifen DC- 
Phanotyp, der invar iabel ist und erlauben daher nicht die 
Untersuchung verschiedener Faktoren, die an der 
Dif f erenzierung von DC beteiligt sind. Aufierdem lassen sich 
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auf grund der HeterogenitcLt von DC im murinen und humanen 
System wenn iiberhaupt, dann nur sehr begrenzt Aussagen zur 
humanen DC-Biologie treffen. 

Es konnte beobachtet werden, daft Tumor en lymphoiden oder 
myeloiden Ursprungs Gemeinsamkeiten mit APC in der 
Ontogenese aufweisen. Studien mit PBMC von Patienteri mit 
chronisch myeloischer Leuk&mie (CML) und akkuter 
myeloischer Leuk&mie ( AML) haben gezeigt, daS in 
Subpopulationen von CML und AML-Blasten durch Zytokine eine 
in Teilen DC-&hnliche Dif f erenzierung erzielt werden kann, 
die zum Teil eine verst&rkte APC-Funktion aufweisen. 
Daraufhin wurde versucht etablierte leuk^mische Zelllinien 
als in vitro Model lsyst erne fiir Untersuchungen zur DC 
Biologie zu verwenden. Dies gelang allerdings nicht, da 
alle untersuchten Zelllinien nur bestimmte Stadien der DC 
Entwicklung erreichen konnten, liber die hinaus sie nicht 
weiter dif f erenzieren konnten, und damit die DC Biologie. 
nicht wie gewunscht wiederspiegeln. Dies ist darauf zuriick 
zu ftihren, dasis die Fahigkeit solcher maligner Zellen, auf 
Zytokinstimuli zu antworten, von der Expression 
spezifischer und funktioneller Rezeptoren abhangig ist. 
Viele Leuk&nie-Zellinien reagieren jedoch nicht auf eine 
Zytokin-Behandlung . Andere bisher untersuchte Leukamie- 
Zelllinien reagieren nur auf die Behandlung mit einzelnen 
Zytokinen und konnen nicht durch eine sequentielle DC 
Dif f erenzierung zu effetiven DC gebracht werden. 
Pharmakologische Agenzien, die intrazellulares KalziLim 
mobilisieren und damit defekte Rezeptor-Signalwege umgehen, 
konnen zwar verwendet werden, urn . einen DC-ahnlichen 
Phanotyp in myeloiden Zellen zu induzieren, und die 
Aktivierung von Proteinkinase C durch PMA induziert einen 
DC-Phanotyp in der humanen Myeloblasten-Zellinie KG--1, 
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allerdings flihrt die Manipulation intrazellularer 
Signalwege mit solchen Agenzien zu APC, die nicht die voile 
DC-Funktion ausfullen konnen. Im Fall der Zytokin- 
stimulierten KG-1 wurde so z.B. keine Dif f erenzierung ohne 
sofortige Reifung beobachtet werden. 

Damit sind die bisher untersuchten Zelllinien fur 
Untersuchungen ' der DC Biologie nur sehr begrenzt geeignet. 
Fur Iinmuntherapeutikaanwendungen und Testsyteme fur die 
Testung von Substanzen, die auf das Immunsystem EinfluS 
nehmen sind diese nicht geeignet. Der Stand der Technik war 
daher, dass leukamische Zelllinien oder andere 
Tumorzelllinien nicht in der Lage sein sollten durch 
entsprechende Stimulation zu unreifen DC, die entsprechend 
der Stimulation entweder interstitielle DC oder Langerhans 
DC ahnlich sind, und darauf f olgend zu potenten reifen DC, 
gezielt entweder DC Typl oder DC Typ2, zu dif f erenzieren. 

Zur Zeit werden DC in unterschiedlichen Verfahren und 
Ansatzen fur die Behandlung verschiedener Erkrankungen 
eingesetzt , darunter beispielsweise Tumorerkrankungen, 
Inf ekt ions erkrankungen und Autoimmunerkrankungen. Die 
Ergebnisse hierfur sind erfolgreich und vielversprechend. 
Allerdings mussen zur Zeit fur alle Behandlungen DC 
eingesetzt werden, die aus Primarzellen gewonnen werden, da 
es bisher trotz groSer Bemiihungen nicht gelungen ist 
Zelllinien zu generieren und zu identif izieren, aus denen 
DC erzeugt werden kSnnen, die eine effektive Immunantwprt 
stimulieren. Die Nachteile von DC aus Primarzellen sind 
beispielsweise, . dass sie, beziehungsweise ihre 
Vorl&uferzellen, nur in sehr geringen Mengen von Patienten 
oder Spendern gewonnen werden konnen, die den Einsatz der 
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5 Zellen stark limitieren, ihre Gewinnung ist von zeitlich 

und arbeitstechnisch groSem. Aufwand, die Menge der 
gewonnenen DC ist so gering, dass bei weitem nicht die 
Mengen proportional im Menschen eingesetzt werden konnen, 
die in Maus-Modellen die besten Behandlungserf olge erzielen 

10 k5nnen. Die DC miissen dabei aus Vorl&uf er-Zellen, wie 

beispielsweise CD34 positiven Stammzellen oder Monozyten, 
gewonnen werden, die in vitro durch eine geeignete. 
Stimulierung mit stimulatorischen Molekulen zu DC reifen, 
wobei die Vorlauf er-Zellen sowohl im Blut wie auch im 

15 Gewebe &u£erst selten vorkommen. Es wird geschatzt, dass 

sie etwa 1% der PBMC darstellen. Aufierdem ist ihre Kultur 
schwierig und wird durch die aus den PMBC gewonnene Menge 
an Monozyten stark limitierend beeinflusst und h&uf ig durch 
Verunreinigungen an Progenitor Zellen gestort. Die 

20 resultierende groSe Varianz in der Reinigungs-, 

Stimulierungs und Ef f ektivit&tsef f izienz von autologen DC- 
Voriauf erzellen erschweren eine Standardisierung von 
Verfahren fur Immuntherapeutische Behandlungen sehr. Zu der 
Varianz innerhalb eines Patienten kommt noch die Varianz 

25 zwischen den einzelnen Individuen hinzu. 

Fur die Entwicklung von Immuntherapeutika auf der Basis von 
ef f ektiven DC ist es vorteilhaf t genau charakterisierte 
Zellinien zu generieren, die entweder effektive DC 
30 darstellen oder durch geeignete Stimuli erung mit geeigneten 

Signalmolekulen in vitro sich zu solchen wandeln lassen, 
die dann alleine oder in Kombination mit anderen Stof f en 
effektive Immuntherapeutika ergeben. 

35 Die erf indungsgemaSe Aufgabe ist es daher, ein Verfahren 

zur Herstellung von Zelllinien oder Zellen bereitzustellen, 
aus denen sich effektive dendritische Zellen (DC) generieren 
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5 lassen, die insbesondere als Immuntherapeutika oder 

Teil von Immuntherapeutika zur Behandlung 
Immunerkrankungen eingesetzt werden konnen. 

10 Die Erfindung lost dieses technische Problem durch die 

Bereitstellung eines Verfahrens zur Herstellung von 
effektiven dendritischen Zellen oder Zelllinien, wobei 
. Zellen von CD124 und CD116 positiven Zelllinien mit 
mindestens einem stimulatorischen Molekul zeitgleich oder 

15 sequentiell zeitversetzt in Kontakt gebracht und die 

effektiven dendritischen Zellen oder Zelllinien erhalten 
werden. 

Im Zusammenhang mit der Erfindung sollen folgende Begriffe 

20 wie folgt verwendet werden: 

Unter Zelllinien aus denen effektive dendritische Zellen 
(effektive DC) erf indungsgemaE gewonnen werden fallen alle 
Tumorzelllinien, bevorzugt leukamische Zelllinien, wie 
beispielsweise myeloide, lymphoide und plasmacytoide, und 

25 solche Zelllinien, die nicht leukamischen Ursprungs sind, 

aber CD124 und CD116, bevorzugt auch CD34, tragen, . 
einschliefilich solcher Zelllinien die nicht Tumorzelllinien 
im strengen Sinne sind. Dabei kann es sich auch urn 
Zelllinien handeln, denen CD124 und/oder CD116 fehlt, die 

30 aber durch ein Einbringen von Genen funktionelle 

rekombinante CD124 und CD116 exprimieren die es ermoglichen 
effektive DC herzustellen . Vorzugsweise sind Zelllinien, 
aus denen effektive DC gewonnen werden auch positiv fur 
CD34, wobei CD34 auch durch Gene eingebracht werden kann. 

35 Solche Zelllinien, aus denen effektive DC hergestellt 

werden konnen aus Tumor zellen oder Primar zellen gewonnen 
werden. Dies geschieht durch an sich herkommliche 
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Verfahren, wie beispielsweise Transformation, 
Immortalisierung, Zellfusion mit Tumorzellen und/oder durch 
Kultivierung in vitro und/oder in vivo mit Oder ohne . 
Klonierung der Zellen mbglichst homogenen Zelllinien. 
Bevorzugt werden dabei Verfahren bei denen die CD124 und 
CD116 posit iven Zellen durch Magnetkugel Techniken oder 
Cell-Sorting im FACS nach an sich bekannten Methoden 
angereichert und kloniert werden. Als Spender f\ir 
Tumorzellen, die erf indungsgemafe durch stimulatorische 
Molekule zu Zelllinien gebracht werden, aus denen effektive 
DC gewonnen werden, werden Patienten mit chronischer 
myeloischer Leukamie oder akuter myeloischer Leukamie 
bevorzugt, die Erfindung beschrankt sich jedoch nicht 
darauf . Primarzellen aus denen geeignete Zelllinien 
gewonnen werden sind bevorzugt myeloiden, lymphoiden, 
plasmacytoiden oder monocytaren Ursprungs. Urn effektive DC 
aus Zelllinien zu gewinnen und /oder die Ef fektivitat der 
gewonnenen DC zu steigern, konnen in die Zelllinien, 
Tumorzellen oder Primarzellen ein oder mehrere Gene nach an 
sich bekannten Methoden eingebracht , die beispielsweise 
Rezeptoren oder Inhibitoren fiir stimulatorische Molekule 
codieren und/oder exprimierenl Als Gene k5nnen auch ein 
oder mehrere Immuntherapeutika eingebracht werden. Das 
Einbringen der Immuntherapeutikagene in diesem Stadium der 
Zelllinie hat den Vorteil, dass sie als Zelllinie 
charakterisiert werden konnen und fur eine weitere 
Verwendung als Immuntherapeutika nicht nach der Reifung zu 
dendritischen Zellen eingebracht werden mvissen.Eine weitere 
Moglichkeit der Einbringung von Genen ist die Fusion der 
Zelllinien mit anderen Zellen oder Zelllinien nach an sich 
bekannten Methoden: 
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Unter effektiven DC versteht man erf indungsgemafi solche 
Zellen oder Zelllininen, die durch Stimulation von 
Zelllinien mit stimulatorischen Molekiilen zu Zellen 
dif f erenziern, die wie dendritische Zellen agieren und 
humorale und/oder zelluiare Teile des Immunsystems 
aktivieren, inhibieren oder modulieren. Die effektiven DC 
werden als Immuntherapeutika eingesetzt. Hierfiir werden die 
effektiven DC, ihre Vorl&ufer zellen in den geeigneten 
Dif f eirenzierungsstadien oder die Zellen der Zelllinien mit 
mindestens einem Antigen beladen. Die Beladung erfolgt nach 
an sich bekannten Methoden beispielsweise durch Beladung 
mit synthetischen oder aus biologischem Material 
gereinigten oder partiell gereinigten Tumor an tigenen oder 
Inf ektionsantigenen, mit Zelllysaten von Tumorzellen, 
Tumorzelllinien, infizierten Zellen oder Zelllinien, durch 
Fusion mit anderen Zellen oder Zelllinien, durch 
Einbringung von mindestens einem Immuntherapiegen, durch 
Infektion mit infektidsen Partikeln oder jeweils teilen 
daraus. Gegebenenf alls werden die beladenen Zellen oder 
Zelllinien weiter durch stimulatorische Molekiile 
dif f erenziert . Die effektiven DC prozessieren in der Regel 
die Antigene und pr&sentieren sie uber bestimmte Molekiile 
den entsprechenden Immunzellen des Immunsystems, 
bespielsweise uber MHCI oder MHCII Molekule, und aktivieren 
dadurch entsprechend die humorale und/ oder . zellulare 
Iramunantwort , die die Krankheit bekampft oder ein 
immunologisches Memory aufbaut, das prophylaktisch 
Krankheiten verhindert. Die effektiven DC werden hierfur in 
mindestens einem geeigneten Aktivitats- und/oder 
Ef f ektorstadium im Patienten als Immuntherapeutikum 
eingesetzt. 
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Unter stimulatorischen Molekiilen versteht erf indungsgemaS 
solche chemischen und biologischen Molekiile, die eine 
Dif f erenzierung von Zellen beeinflussen wie beispielsweise, 
Cytokine (IL-4, TNFalpha) , Wachstumsf aktoren (z.B. GM-CSF) , 
surrogat Molekiile fur Cytokine oder Wachstumsf aktoren, , die 
einen vergleichbaren biologischen Effekt induzieren wie die 
stimulatorischen Molekiile selbst, beispielsweise 
Antikorper, andere biologische Molekiile (z.B. LPS, polylC) 
und chemische Agenzien. Die Molekiile konnen zeitgleich 
gemeinsein oder sequentiell zeitversetzt angewandt werden 
um das entsprechende gewiinschte Dif ferenzierungsstadium der 
Zellen und damit unterschiedliche Aktivitats- und 
Ef f ektorstadien zu erreichen, beispielsweise DC Typl oder 
DC Typ 2 Phanotypische Zellen, die je nach Eignung fur die 
verschiedenen Verwendungen eingesetzt werden konnen. 
Beispielsweise konnen so durch verschiedene stimulatorische 
Molekiile aus der gleichen Tumorzellausgangslinie 
unterschiedlich effektive DC hergestellt werden, die 
beispielsweise inhibitorisch oder stimulatorische auf 
verschiedene Komponenten des Immunsys terns wirken und damit 
beispielsweise entweder in der Immuntherapie von 
Inf ektionserkrankungen und Tumorerkrankungen oder 
Autoimmunerkrankungen eingesetzt werden. Unter 

stimulatorische Molekiile fallen erf indungsgem&S aufierdem 
alle Danger Signale einschliefilich solcher, die streng 
genommen keine Molekiile sind, wie beispielsweise 
mechanischer Strefi. 

Unter Immuntherapeutika versteht man im Sinne der 
Erfindung: 

solche Therapeutika, die gegen Erkrankungen 
prophylaktisch oder kurativ eingesetzt werden, bei denen 
effektive dendritische Zellen fiir die Behandlung eingesetzt 
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5 warden kannen, wobei die geeigneten effektiven 

dendritiechen Zellen unterschiedlicher Entwicklungs- und 
Aktivierungsstadien sein kCnnen.Die Behandlungserfolg kann 
dabei vollst&ndig Oder partiell sein, Dabei kann es sich 
beispielsweise um Vaksinen. handeln. 

to 

Semi-allogene DC ftlr Imaiuntherapeutika eind erf indungegemaiS 
solche effektiven DC, die in einem oder mehreren der HLA 
MolekUle mit dem EmpfSnger der Inmuntherapeutika 
tibereinstimmen und die Zellen nicht von der gleichen Person 
15 stammen. Damit sind auch solche DC enthalten die eine 

kornplette Obereinstixnmung in den HLA MolekQlen aufweisen 
und nicht von der gleichen Person stammen. 

Allogsne DC ftir Iinmuntherapeutika sind erf indungsgemSS 
20 solche effektiven DC, die in keinem der HLA MolekUle mit 

dem Exnpf &nger der Xinmuntherapeutika fiber einstimmen. 

Unter CD124 posit iven Zelllinien oder Zellen verateht man 
erfindungsgemafi solche Zellen, die gegenttber einer 
25 Behandlung mit sensitiv sind. 

Unter CD116 positiven Zelllinien oder Zellen versteht man 
erfindungsgemaS solche Zellen, die gegent3ber einer 
Behandlung mit GM-CSF sensitiv sind. 

30 

Unter Inmvuuaerkranteungen versteht man erf indungsgemSS alle 
Erkrankungen, bei denen dendritische Zellen zxxr Behandlung 
eingesetzt warden k&men, beispielsweise; 

- mfektionskrankheiten 
35 - Tumorerkrankungen 

- AutoimmunerkranJoingen- 
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Unter dem Einbringen von Genen versteht man 

erf indungsgemafi, eine Transfektion Oder virale Infektion 

oder Transformation von Zellen oder Zelllinien wodurch 

10 genetisches Material in die Zelle oder Zelllinien nach an 

sich bekannten Methoden eingebracht wird. Das genetische 
Material kann dabei DNA oder RNA sein. Das genetische 
Material codiert fur die Expression von mindes tens einem 
Protein oder Peptid oder/und die RNA selbst kann dabei 

15 inhibitorisch oder stimulatorisch, beispielsweise als 

Antisense-RNA, wirken. Die exprimierten Proteine konnen 
weiter prozessiert und modifiziert werden, beispielsweise 
durch Glykosylierung. Gene konnen auch dadurch eingebracht 
werden, dass die Zellen oder Zelllinien mit anderen Zellen 

20 oder Zellinien fusioniert werden. 

Ixnmuntherapeutikagene sind erf indungsgemaS Gene die ftir 
Proteine und/ oder Peptide kodieren, die ftir die Verwendung 
der effektiven dendritischen Zellen als Immuntherapeutika 

25 eine Rolle spielen, beispielsweise Tumor an ti gene, virale 

Antigene oder Antigene von Parasiten, Bakterien oder 
anderen Mikroorganismen. Zellen oder Zelllinien in die 
Immuntherapeutikagene eingebracht wurden exprimieren die 
Proteine oder Peptide dieser Gene. Diese werden dann von 

30 den dendritischen Zellen dem Immunsystem prSsentiert, 

wodurch die effektiven dendritischen Zellen entsprechende 
Immunantworten abhangig von dem Aktivit&ts - und 
Ef fektorstadien der effektiven dendritischen Zellen 
aktivieren, inhibieren oder modulieren. Fiir die 

35 Presentation der Genprodukte werden die exprimierten 

Proteine oder Peptide prozessiert oder direkt verwendet, 
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auSerdem konnen die exprimierten Proteine oder Peptide 
modifiziert werden, beispielsweise durch Glykosylierung . 

Surrogat -Molekiile sind erf indungsgemafi solche Molekiile, die 
die stimulatorischen Molekiile wirkungsm&fiig ersetzen 
konnen, beispielsweise konnen anstatt von Cytokinen 
Antikdrper oder Mimikry- Peptide verwendet werden die die 
Zellen ebenfalls wie stimulatorische Molekiile beeinf lussen. 

Urn Zellen erf indungsgemafi in die Apoptose oder Nekrose zu 

bringen, werden je nach Bedarf unterschiedliche Verfahren 
angewendet, beispielsweise Bestrahlung, Hitzeschock, 
mechanischer Strefi, oxidativer Strefi, Ultraschall, 
Induktion von Suizidgenen, Induktion durch chemische und 
biologische Molekiile, Glyzerin, Zink, ButilinsSure, 
Natriumbutyrat, Leptomycin B mit STI571 und/oder Fas- 
Ligandgebracht werden. Dabei konnen die Zellen auch 
Mischpopulationen bilden, von denen Teile in die Apoptose 
oder Nekrose gehen. Dieses Verfahren kann angewendet 
werden urn sicherzustellen, daS effektive dendritische 
Zellen im Organismus nicht lebensf&hig sind. 

Tumor ant igene sind erf indungsgemafi Peptide, Proteine, 
Lipide, Lipopeptide, Lipoproteine, Kohlenhydrate, 
Glykolipide, Glykopeptide, Glykoproteine, phosphorylierte 
Proteine, phosphorylierte Peptide, anderweitig 
posttranslational modif izierte Proteine oder Peptide, die 
in den Zellen des Tumors vergleichend zum Normalgewebe , 
iiberexprimiert werden, unterexprimiert werden, de novo 
exprimiert werden, mutiert sind, dif f erehtiell 
posttranslational modifiziert sind, dif ferenziell 
prozessiert werden, dif ferenziell lokalisiert werden, 
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5 dif ferenziell gefaltet werden, oder andersweitig verandert 

sind. 

Infektionsantigene sind erf indungsgem&£ Peptide, Proteine, 
Lipide, Lipopeptide, Lipoproteine, Kohl enhydr ate, 
10 Glykolipide, Glykopeptide, Glykoproteine, phosphorylierte 

Proteine, phosphorylierte Peptide, anderweitig 
posttranslational modif izierte Proteine oder Peptide, die 
vom infektiosen Partikel stammen oder davon abgeleitet 
sind. 

15 

Infektiose Partikel sind erf indungsgemaS infektiSse 
Einheiten, die Krankheiten verursachen oder davon 
abgeleiteten Teilen. Hierzu gehSren beispielsweise Viren, 
Bakterien, Parasiten und Prionen. Die infektiosen Partikel, 
20 die erf indungsgemaS zur Herstellung von effektiven 

dendritischen Zellen und ihrer Verwendung dienen sind in 
vivo im Patienten nicht vermehrungsf &hig. 

25 Aufierdem beschreibt die Erf indung die Verwendung und 

Herstellung von CD124+ und CD116+ Tumor zelllinien, die 
bevorzugt auch CD34+ sind, als Modell- und Testsysteme fiir 
die Testung der DC-Biologie und fur die Testung von 
Substanzen, die auf das Immunsystem und dessen 

30 Konditionierung Einflufi nehmen. 

Unter einem Modell- und Testsystem fiir die Testung der DC- 
Biologie versteht man erf indungsgemaS Testsysteme die als 
Komponente eine CD124+ und CD116+ Tumorzellinie haben, die 
35 bevorzugterweise auch CD34+ ist, und mit deren Hilfe 

Vorgange w^hrend der Dif f erenzierung der dendritischen 
Zellen und von Zellen die zu dendritischen Zellen reif en 
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aufgekl&rt werden und/ oder mit deren Hilfe Vorgange 
aufgeklart werden, die bei der Aktivierung, Inhibierung 
oder Modulation des Immunsys terns und seiner Immunantwort 
durch die DC oder ihre Vorlauf erzelleri beeinflusst werden. 
Zu der AufklSrung dieser Vorg&nge geh6ren auch die 
AufklSrung von anderen Einfliissen wie beispielsweise der 
EinfluS von stimulatorischen Molekiilen und/oder ihre 
zeitliche Wirkung beipielsweise w&hrend der Dif f erenzierung 
der DC und Aktivitatsmodulierung des Inimunsys terns . Diese 
Modell-und Testsysteme k5nnen beispielsweise in Form von 
Kits und/oder High-Throughputsystemen verwendet werden. Die 
einzelnen Testarten und ihre Durchfiihrung sind dem Fachmann 
bekannt . 

Unter einem Modell- und Testsystem fur die Testung von 
Substanzen die auf das Ixnnrunsystem wirken versteht man 
erf indungsgem&S Testsysteme die als Komponente eine CD124+ 
und CD116+ Tumorzellinie haben, die bevorzugterweise auch 
CD34+ ist, und mit deren Hilfe getestet werden kann ob 
Substanzen einen EinfluS auf das Immunsystem und/oder 
dessen Konditionierung haben. Darunter fallen unter anderem 
auch Testsysteme, die der Entwicklung. von Immuntherapeutika 
dienen, beipielsweise die Testung geeigneter Tumorvakzinen 
und ihrer Formulierungen und solche Testsysteme, die es 
erlauben den EinfluS von Substanzen, die keine 
Immuntherapeutika sind, wie beispielsweise chemische 
Stoffe, Pharmakologische Agenzien, Kosmetika oder ihre 
Vorstufen, oder Nahrungsmittel oder ihre Komponenten, auf 
das Immunsystem zu testen. Solche Testsysteme konnen damit 
zur Produktentwicklung von beispielsweise Immuntherapeutika 
und anderen Produkten dienen, die einen EinfluS auf das 
Immunsystem ausiiben k6nnen. Diese Modell-und Testsysteme 
konnen beispielsweise in Form von Kits und/oder High- 
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Throughput systemen verwendet werden. Die einzelnen 
Testarten und ihre Durchfuhrung sind dem Fachmann bekannt. 

Zellen, die positiv fur CD124 sind tragen den Rezeptor fur 
IL4, die CD116+ den Rezeptor fur GM-CSF, und die CD34+, den 
Marker fur haematopoietische Stamm- und Progenitor-Zellen 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsf orm der Erf indung ist 
ein Verfahren zur Identif izierung von Peptiden, die von den 
erf indungsgem&fien effektiven Dendritischen Zellen 
prasentiert werden, umfassend die Schritte 

(a) Vermehren der erf indungsgem&Sen Dendritischen 
Zellen nach an sich bekannten Methoden, wobei die 
Dendritischen Zellen unreif sind; 

(b) Zugeben von Antigenen oder Immunogenen oder Teilen 
davon oder Zelllysaten, wobei die unreifen 
Dendritischen Zellen (iDC) zu reifen Dendritischen 
Zellen (mDC) reifen, und die Antigene oder 
Immunogene oder Teile davon oder die Zelllysate 
prozessieren und geeignete Peptide im Kontext von 
MHC Klasse I oder MHC Klasse II Molekiilen 
prclsentieren; 

(c) Gewinnen der prfisentierten Peptide von den 
Dendritischen Zellen nach an sich bekannten 
Verfahren; und 

(d) Identif izieren/Bestimmen der abgelosten Peptide 
nach an sich bekannten Methoden. 

Bevorzugt werden die gewonnenen Peptide durch an sich 
bekannten Methoden aufgetrennt, wie z.B. mittels 
Hochdruckf lussigkeitschromatographie (HPLC) . Besonders 
bevorzugt werden die auf getrennten Peptide 
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5 massenspektrometrisch identif iziert und am meisten 

bevorzugt werden die Peptide sequenziert. 

Bevorzugt, erlaubt das erf indungsgemaSe Verfahren die 
Validierung der identif izierten/bestimmten Peptide. Mehr 

10 bevorzugt wird, dass identif izierte/bestimmte Peptide, die 

nach dem erf indungsgemafien Verfahren gewonnen werden, 
synthetisch nach an sich bekannten Methoden hergestellt 
werden. Am meisten bevorzugt wird, dass die synthetisch 
hergestellten Peptide zu unreifen und/oder reifen 

15 erf indungsgemafien Dendritischen Zellen zugegeben werden, 

wobei die Dendritischen Zellen nach an sich bekannten 
Methoden beladen („gepulst") werden. In einer Variante wird 
anstatt des Schrittes (b) folgender Schritt duchgefiihrt: 
Beladen von zu mDC gereiften Zellen mit MHC I und/oder MHC 

20 II Peptiden. Diesem Schritt kann ein Schritt nach an sich 

bekannten Methoden zur Entfernung bestehender MHC I 
und/oder MHC II Peptide vorgeschaltet sein. Bevorzugt 
handelt es sich dabei um Bibliotheken von MHC I und/oder 
MHC II Peptiden, die den mDC angeboten werden. 

25 Mit der Erfindung konnten uberraschenderweise leuk&mische 

Zelllinien mit einer bestimmten Eigenschaft gefunden 
werden, die sich in alien Aspekten wie ein immortalisiertes 
Equivalent von CD34+ DC Precursor Zellen verMlt und ftir 
Untersuchungen der DC Biologie, der Testung von Substanzen 

30 die das Immunsystem beeinflussen und fur Immuntherapeutika 

geeignet sind. Die bestimmten Eigenschaf ten der 
Tumorzelllinien ist eine Positivitat fur CD124 (IL-4R) und 
CD116 (GM-CSFRalpha) und bevorzugt CD34. Als Beispiel wird 
die myeloide Zelllinie MUTZ-3 n^her beschrieben, von der 

35 kiirzlich bekannt wurde, dass sie auf Stimulation mit IL-4 

und GM-CSF die Expression von CD14 herrunterreguliert . Die 
Untersuchungen der Erfindung zeigen, daS die im Vergleich 
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5 mit anderen bekannten und getesteten leukamischen 

Zelllinien und anderen Tumorzelllinien MUTZ-3-Zellen 
einzigartig sind in ihrer Fahigkeit, einen unreifen DC- 
Status zu erlangen. Zudem exprimieren sie nach weiterer 
Stimulierung den Reifungsmarker CD83, und funktionelle 

10 Assays beweisen ihre Fahigkeit zur Antigen- Prozessierung 

und -Presentation. Damit ist sie fur Immuntherapeutkazwecke 
geeignet. MUTZ-3 ist die erste humane Leukamiezelllinie, 
die zur Dif f erenzierung und zur Auspragung eines unreifen 
DC-Phanotyps angeregt werden kann und 1st als in vitro 

15 Modell fur Untersuchungen der molekularen und 

physiologischen Wege, die zur Dif f erenzierung und Reifung 
DC fiihren und zur Untersuchung der DC-Biologie und zur 
Testung von Substanzen, auf einen EinfluS auf das 
Immunsystem geeignet. 

Im Rahmen der Erfindung wird uberraschend gezeigt, dass es 
raoglich ist, aus humanen Tumorzelllinien effektive DC zu 
generieren, die insbesondere als Immuntherapeutika oder als 
Teil von Immuntherapeutika zur Behandlung von 

25 Immunerkrankungen eingesetzt werden konnen. 

Kerneigenschaf ten der Zelllinien ist ihre CD124 und CD116 
Positivitat, die beispielsweise aus leukamischen Zellen 
gewonnen werden konnen, und die Sensitivitat gegeniiber 
stimulatorischen Molekiilen, wie beispielsweise Zytokinen, 

30 wahrend andere untersuchte leuk^mische Zelllinien, die 

diese Eigenschaf ten nicht zeigen, keine effektiven DC im 
Sinne der Erfindung ergeben. Bevorzugt wird eine Zelllinie 
, die es ermoglicht, dass aus der Zelllinie durch eine 
seguentielle Stimulation mit stimulatorischen Molekiilen DCs 

35 unterschiedlicher Aktivierungs- und Ef f ektorstadien 

gewonnen werden. Die einzelnen Aktivierungs- und 
Eff ektorstadien konnen als effektive DC fiir die 
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5 Aktivierunge unterschiedlicher Teile des Immunsystems 

dienen, und dabei entweder iiber MHCI Presentation CD8+ T 
Zellen aktivieren, iiber MHCII Presentation CD4+ T Zellen 
aktivieren, oder iiber CDl NKT Zellen aktivieren. Aktivierte 
DC werden dabei hauptsachlich fur Inimuntherapeutika 

10 eingesetzt, die fur die Behandlung von 

Infektionskrankheiten und Tumorerkrankungen verwendet 
werden. Weiterhin k6nnen geeignete DC Aktivierungsstadien 
zur Induktion von Anergien und Toleranzen fiihren, und 
eignen sich dazu zur Behandlung von Autoiiranunerkrankungen. 

15 

Im weiteren ist die Erfindung am Beispiel der humanen 
myeloiden Zelllinie MUTZ-3 naher beschrieben. 
Die humane akute myeloide leukSmische Zelllinie MUTZ-3 ist 
sensitiv gegeniiber solchen Zytokinen, die dafiir 

20 verantwortlioh sind, dass in in vivo und in in vitro 

Modellen aus Monozyten und CD34 positiven Stammzellen DC 
generiert werden. MUTZ-3 Zellen verhalten sich in alien 
Eigenschaf ten wie immortalisierte Aquivalente von CD34 
positiven DC-Vorl&ufer Zellen. Durch Stimulation mit den 

25 jeweils geeigneten spezifischen Zytokin-Cocktails 

entwickeln sie sich zu Zellen mit Phenotypen, die den 
Phenotypen von z.B. interstitiellen DC oder Langerhans 
Zellen . entsprechen. Durch eine Reifung (Maturation) 
exprimieren die Zellen CD83. MUTZ-3 besitzt das komplette 

30 Spektrum von Antigenprozessierungs- und Prasentierungs- 

prozessen fur MHC-abh&ngige und CDld-abhangige 

Presentation und Aktivierung. Unter geeigneten Bedingungen 
, z.B. Gabe von Interf eron-gamma oder Dexamethason, kdnnen 
sie gezielt einen DC1 Phanotyp oder DC 2 Phanotyp annehmen 

35 wodurch eine Immunantwort gesteuert werden kann. Dies 

zeigt, dass MUTZ-3 Zellen eine unlimitierte Quelle fiir CD34 
positive DC Vorlauf erzellen (Progenitors) darstellen, die 
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effektiv in der (gezielten) Stimulierung der verschiedenen 
Immunzellen und somit als effektive DC fur die Behandlung 
von Immunkrankheiten eingesetzt werden k5nnen. 

Die im Sinne der Erfindung wichtige Komponente fur 
Immuntherapeutika ist die Zelllinie die selbst effektive DC 
darstellt Oder aus der durch eine Behandlung mit geeigneten 
stimulatorischen Molekulen effektive DC entstehen. Im Sinne 
der Erfindung konnen die ef fektiven DC mit weiteren 
Komponenten zu allogenen Oder semi-allogenen 
Immuntherapeutika kombiniert werden, wobei es auch bei 
Bedarf zu einer weiteren Reifung der Zellen gegebenenf alls 
durch geeignete stimulatorische Molekiile kommen kann. Im 
Beispiel 1 ist dies fur MUTZ-3 jeweils fiir MHCI, MHCII und 
CDl vermittelte Aktivierung beschrieben. Darauf ist die 
Erfindung jedoch nicht beschrankt sondern umfasst alle 
therapeutischen oder prophylaktischen Anwendungsgebie te , 
bei der DC Zellen eingesetzt werden konnen. 

Hierunter fallen beispielsweise Tumor therapeutika. Diese 
konnen beispielsweise hergestellt werden, indem die 
allogenen der semi-allogenen effektiven DC beipielsweise 
mit Tumorantigenen nach an sich bekannten Methoden gepulst 
und dem Patienten verabreicht werden. Tumo ran ti gene konnen 
dabei einzelne oder mehrere def inierte Molekiile wie 
beispielsweise Peptide, Glykopeptide, Proteine, 

Glykoproteine, Glykolipide sein, die synthetisiert , 
gereinigt oder in Form von Zelllysaten verwendet werden; 
ein weiteres Beispiel ist die Transfektion der effektiven 
DC mit RNA, DNA oder viralen Vektoren, die Tumorantigene 
oder Teile davon kodieren; ein weiteres Beispiel ist die 
Antigenbeladung von effektiven DC durch Inkubatipn mit 
apoptotischen und/oder nekrotischen Tumorzellen, oder mit 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 03/023023 



20 



PCT/EP02/09260 



hitzeschockbehandelte Zellen; ein weiteres Beispiel ist die 
Fusion mit Tumorzellen.Eine klinische Anwendung .solche im 
Rahmen der Erfindung hergestellte DC erfolgt in Form 
allogener oder semi-allogener DC prophylaktisch oder als 
kurative Therapie, z.B. um Tumoren zu therapieren oder nach 
Entfernung solcher Tumoren, z.B durch Chirurgie, als 
Adjuvanztherapie zur Behandlung der minimalen residualen 
Erkrankung einschliefilich Metastasen zu bekampfen oder um 
die Bildung von Metastasen bzw. Mikrometastasen zu 
verhindern . 

Eine Reihe von Immunisierungs-Strategien sind moglich, u.a. 
die intranodale, in tra tumoral e, intradermale, 

intramuskulare, subkutane, intraperitoneal or mukosale 
Applikation von DC mit oder ohne zusatzliche 
Immunostimulanzien wie, z.B. Zytokine, Chemokine oder 
andere immunostimulatorische bzw. immunomodulatorische 
Substanzen. Dabeii kOnnen die erf indungsgemafi hergestellten 
DC auch Teil komplexerer Immunisiervmgsschemata sein bei 
der beispielsweise weitere Komponenten zeitgleich oder 
zeitversetzt gegeben werden. 

Obwohl sich die aus MUTZ-3 abgeleiteten DC nach 
Dif f erenzierung nicht mehr teilen, kann es nicht 
ausgeschlossen werden, dafi DC die aus anderen Leukamie 
Zellen oder Linien hergestellt werden sich weiterhin 
teilen. Daher ist eine bevorzugte Variante die Bestrahlung 
solcher Antigen-beladenen DC, ihre Behandlung mit Mitomycin 
C, oder eine andere Mafinahme , die eine Teilung der Zellen 
in vivo verhindert. Eine Alternative ware beispielsweise 
die Inkorporation eines sogennaten Suizid-Genes, wie z.B. 
das HSV Thymidine Kinase (TK) Gens, das es erlaubt solche 
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5 HSV TK^tragende Zellen durch Gancyclovir selektiv 

abzutfcten. 



10 Die Erfindung betrifft auch die Herstellung von Zelllinien, 

die 2U effektiven DC gereift werden kflnnen. Das 
erfindungsgemfifie Verfahren beinhaltet die Isolierung von 
CD34+, CD124+ und CD116+ Zellen nach an sich bekannten 
Verfahren aus humanein Material bevorzugt LeukSmiepatienten. 

15 Die Zellen kfinnen beispielsweise aus dem peripheren Blut 

oder Knochenmark von Leuk&niepatientan durch Anreicherung 
von Zellen, die CD34+, CD124+ und CD116+ sind, itiit Hilfe 
von Magnetbeads, die Antikeirpertragen, die CD34+, CD124+ 
und CD116+, gequentiell gewonnen werden. Alternativ kOnnen 

20 CD34+, CD124+ und CD116+ Zellen durch Zellsorting mittels 

DurchfluSzytoroetrie und CD34-, CD124- und CD116- 
spezifischen AntikSrpem gewonnen werden. 

Sine weitere Aus ftihrungs form der Erfindung ist ein 
Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels umfassend die 
25 Schritte der erf indungagem&fien Verfahren und weiterhin 

umfassend den Schritt der Pormulierung des Arzneimittel s in 
pharmazeutisch vertrSglicher Form/ wobei das Arzneimittel 
gegebenenfalls zus&tzlich mit einem Adjuvans als 
Wirks toff vers t&rker kombiniert wird 

30 

Uhter dem Begriff „ Arzneimittel * eind erf indungsgemSS 
Stoffe und Zubereitungen aus Stoffen definiert/ die dazu 
beetimmt sind, durch Anwendung am Oder im menschlichen 
KGrper Krankheiten, Leiden, K6rperschfiden oder krankhafte 
35 Beschwexden zu heilen, zu lindern oder zu verhtiten. W&hrend 

des erf indungagem&fien Herstellungeverf ahrens kdnnen den rait 
den erf indungsgem&fien Verfahren identif izierten 
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Verbindungen medizinische und/oderpharmazeutisch-technische 
Hilfsstoffe zugesetzt werden. Medizinische Hilfsstoffe sind 
erf indungsgem&S solche Stoffe, die zur Produktion (als 
aktive Ingredienzien) von Arzneimitteln in einem 
erf indungsgemafien Verfahren eingesietzt werden. 

Pharmazeutisch-technische Hilfsstoffe dienen lediglich der 
geeigneten Formulierung des Arzneimittels und. konnen sogar, 
sofern sie nur wahrend des Verfahrens benotigt werden, 
anschliefiend entfernt werden oder konnen als pharmazeutisch 
vertragliche Trager Teil des Arzneimittels sein. Beispiele 
fur pharmazeutisch vertragliche Trager sind nachstehend 
aufgefiihrt. 

Die Arzneimittel formulierung erfolgt gegebenenf alls in 
Kombination mit einem pharmazeutisch vertr^glichen Trager 
und/oder Verdtinnungsmittel . 

Beispiele fur geeignete pharmazeutisch vertragliche Trager 
sind dem Fachmann bekannt und umfassen Phosphat-gepuf f erte 
Kochsalzlosungen, Wasser, Emulsionen wie z.B. 6l/Wasser- 
Emulsionen, verschiedene Arten von Detergenzien, sterile 
LSsungen, etc. 

Arzneimittel, die solche Tr&ger umfassen, konnen mittels 
bekannter konventionelle Methoden formuliert werden. 
Bevorzugt werden Applikationsrouten, bei denen die 
erf inderischen effektiven dendritischen Zellen in einer 
pharmakologischen Formulierung an Stellen im Korper 
gebracht werden, wo sie ihre Aufgabe am besten erfiillen 
k6nnen. Solche Stellen und Applikationsf ormen sind dem 
Fachmann bekannt, beispielsweise intravenos, 
intraperitoneal, subkutan, intramuskular , lokal oder 
intrademal, bevorzugt dabei sond beispielsweise intra 
nodal, intra dermal, subcutan, intrarektal, intravenos oder 
lokal. Eine geeignete Applikationsroute kann abhangig von 
der Erkrankung unterschiedlich geeignet sein. 
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5 Beispielsweise. ist zielt eine Applikation von effektiven 

dendritischen Zellen ftlr die Therapie von 
Autoiirmiunerkrankungen auf eine Toleranz des Immunsy stems, 
wahrend eine geeignete Applikationsroute ftlr die Behandlung 
oder Prophylaxe von Tumor- oder Inf ektionserkrankungen eine 

10 Aktivierung des Immunsystems untersttttzen soli* Eine 

geeignete Administrationsroute kann vom Fachmann mit 
bekannten Methoden bestimmt werden. Die Arzneimittel k6nnen 
einem Individuum in iner geeigneten Dosis verabreicht 
werden, eine Dosis umfasst 100 bis 10 12 effektive 

15 dendritische Zellen, bevorzugt 10 s bis 10 10 . Die effektiven 

dendritischen Zellen wurden dabei mit einer geeigneten Form 
und Menge an Antigenert beladen worden, die ebenfalls je 
nach Einsatz ver&ndert sein kann. Eine Dosis wird bevorzugt 
einmal die Woche, bis hinzu gr5fieren Abst&nden verabreicht 

20 wie beispielsweise einem Monat, 3 Monaten, einem Jahr oder 

noch l&ngere Abst&nde. Kttr2ere Intervalle kSnnen ebenfalls 
geeignet sein, wie beispielsweise taglich. Dabei kann der 
Fachmann den geeigneten zeitlichen Abstand und Dosis 
bestimirven . Hierfttr kann er bevorzugt Methoden zum 

25 Immunomontoring verwenden und die Dosen entsprechend 

anpassen- Entsprechende Methoden sind dem Fachmann bekannt 
und werden zum Teil in den Beispielen beschrieben, 
Die Art der Dosierung wird vom behandelnden Arzt 
entsprechend den klinischen Faktoren bestimmt, Es ist dem 

30 Fachmann bekannt, daS die Art der Dosierung von 

verschiedenen Faktoren abhSngig ist, wie z.B. der Grafie, 
der Kdrperoberfiache, dem Alter, dem Geschlecht oder der 
allgemeinen Gesundheit des Patienten, aber auch von dem 
speziellen Mittel, welches verabreicht wird, der Dauer und 

35 -Art der Verabreichung . und von anderen Medikamenten, die 
mBglicherweise parallel verabreicht werden. 
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In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm sind die effektiven 
dendritischen Zellen mit einer Reihe von Antigenen beladen. 
In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden Dosen 
mit- effektiven dendritischen Zellen beladen mit geeigneten 
Antigenen mit Dosen kombiniert, die die oder einzelne 
Antigene oder Teile davon direkt in geeigneten 
Formulierungen ohne ex vivo Beladung der dendritischen 
Zellen umfassen. Dies hat den Vorteil, dass semi-allogene 
ex vivo beladenen erf indungsgemaSe dendritische Zellen die 
Immunantwort stark induzieren, wobei sie von der 
Alloresponse als eine Art Danger Signal unterstiitzt werden 
und verbunden sind mit einer teilweise spezifischen 
Immunisierung durch die Presentation uberlappender MHC 
Molekiile, kombiniert werden mit einer Immunantwort, die die 
autologen dendritischen Zellen in vivo ansteuert. Eine 
solche Kombination ist besonders geeignet urn Toleranzen und 
Anergien zu brechen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden 

erf indungsgemafce unreife effektive dendritische Zellen 
(iDC-Form) , beladen mit entsprechenden Antigen, zur 
Behandlung von Autoimmunerkrankungen eingesetzt. Dabei wird 
in einer weiter bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden die 
Zellen in der iDC Form transient oder stabil arretiert, 
wobei an sich . dem Fachmann bekannte Methoden eingestezt 
werden, beispielsweise eine Arretierung durch gentechnische 
Veranderung. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm 
werden die Zellen nach Beladung in der unreifen Form (iDC) 
oder reifen Form (mDC) gegebenenf alls weiter gereift und 
als beladene effektive dendritische Zellen (mDC) zur 
Behandlung oder Prophylaxe von Tumor- . oder 
Infektionserkarnkungen eingesetzt. 

Ein erf indungsgemaSes Arzneimittel umfasst eine 
pharmakologische Substanz, die Dendritische Zellen in einer 
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geeigneten L6sung Oder Verabreichungsf orm enth&lt. Diese 
konnen entweder alleine oder in Kombination mit einem oder 
mehreren Adjuvatien oder einem anderen geeigneten Stoff zur 
Wirkungsverstarkung verabreicht. werden. Als bevorzugte 
Adjuvantien werden QS-21, GPI-0100 oder andere Saponine, 
Wasser-Ol Emulsionen wie beispielsweise Montanide 
Ad j uvant ien , Polylysin , Polyargininverbidnungen , DNA- 
Verbindungen wie beispielsweise CpG, Detox, Bakterielle 
Vakzinen wie beispielsweise Typhus vakzine oder BCG-Vakzinen 
verwendet und in einer entsprechend geeigneten Weise nach 
an sich bekannten Methoden mit den erf indungsgemafien 
Dendritischen Zellen gemischt. 

Eine bevorzugte Form der Adjuvantien sind costimulatorische 
Faktoren, Cytokine und/oder Wachs turns faktoren wie 
beispielsweise GM-CSF oder IL-2 oder IL-12. Diese konnen 
auch in genetischer Form in die Zellen der 
erf indungsgemaSen Zelllinien, bevorzugt stabil, eingebracht 
werden . 

Die erf indungsgemafce Verwendung des Arzneimittels ist zur 
Prophylaxe und/oder Behandlung von Krebserkrankungen, 
Tumoren, Infektionen und/oder Autoimmunkrankheiten . In 
einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm ist die Krebserkrarikung 
oder der Tumor, der /die behandelt oder verhindert wird 
ausgewahlt aus der Gruppe von Krebserkrankungen oder 
Tumorerkrankungen des Kopfes und Genicks, der Lunge, des 
Mediastinums , Gastrointestinal trakts , des 

Geschlechts/Harnapparatsys terns , des gyn&kologischen 

Systems,, der Brust, des endokrinen Systems, der Haut, 
Krebserkrankungen oder Tumorerkrankungen der Kindheit, 
Primar tumor en, metastatischem Krebs, Weichteil- oder 
Knochensarkomen, einem Melanom, einem Neoplasma des 
zentralen Nervensystems , Lymphomen, Leuk&mien, 

paraneoplastischem Syndrom, peritonealer Carcinomastose 
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5 und/oder Malignitat, die zu immunsupprimierter Malignitat 

verwandt ist. 

Die Infektion, die mit dem erf indungsgemafcen Arzneimittel 
behandelt oder verhindert wird, ist ausgewahlt aus 
bakteriellen Infektionen, viralen Infektionen, pilzlichen 

10 Infektionen, Infektionen mit Protozoen und/oder Infektionen 

mit Helminthen. Bevorzugt ist die bakterielle, virale, 
pilzliche Infektion, Infektion mit Protozoen und/oder 
Infektion mit Helminthen, die behandelt oder verhindert 
wird, ausgewahlt aus Infektionen wie Sepsis oder septischer 

15 Schock, Fiber unbekannten Ursprungs, infektiose 

Endokarditis, intraabdominal e Infektionen und Abzesse, 
akuten Infektionen, Durchf allerkrankungen, bakterielle 
Lebensmittelvergif tungen, sexuell ubertragbaren 

Infektionen, entzundliche Beckeninf ektionen, 

20 Harnwegs infektionen, Pyelonephritis , Osteomyelitis , 

Infektionen der Haut, Muskeln oder Weichteilen, Infektionen 
durch Injektion von Drogen, Infektionen durch Bisse, 
Kratzer oder Verbrennungen, Infektionen bei 

Transplantatempfangern, Hospitalismus-Inf ektionen und/oder 

25 intravaskulare Infektionen durch Gerate. In einer mehr 

bevorzugten Ausfiihrungsf orm wird die Infektion, die 
verhindert oder behandelt wird, ausgewahlt aus bakteriellen 
Infektionen wie Pneumococcen-Inf ektionen, Staphylococcen- 
Inf ektionen, Streptococcen-Inf ektionen, Enterococcen- 

30 Infektionen, Diphterie, andere Corynebakterien-Inf ektionen, 

Anthrax , Listeria monocytogenes - inf ekt ionen , Tetanus , 
Botulismus , Gasbrand, Antibiotika-assoziierter Colitis , 
anderen Clostridien-Inf ektionen, Meningococcen- Inf ektionen, 
Gonococcen- Infektionen, Moraxella (branhamella) 

35 catarrhalis-Inf ekt ionen, anderen Moraxella species - 

Infektionen, Klingella-Inf ektionen/ Haemophilus influenzae- 
Infektionen, anderen Haemophilus species-Inf ektionen, 
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Infektionen durch die HACEK Gruppe, Infektionen durch 
andere Gram-negative Bazillen, Legionella-Inf ektionen, 
Pertussis, Infektionen durch Gram-negative Entero-Bazillen, 
Helicobacter-Inf ektionen, Infektionen durch Pseudomonaden 
und verwandte Organismen, Salmonellose, Shigellose, 
Infektionen durch Campylobacter und verwandte Species, 
Cholera, Vibrio, Brucellose, Tularaemie, Pest, anderen 
Yersinien-Infektionen, Bartonella-Inf ektionen, 

einschlieSlich Infektionen durch Katzenkratzer , Donovania 
(Granuloma Inguinale), Nocardiose, Actinomykose, 
Infektionen durch gemischte anaerobe Organismen, 
Tuberkolose, Lepra, Infektionen durch nicht- 

Tuberkelbakterien, Syphilis , endemische Treponematose, 
Leptospirose, Rttckf all-Fieber , Lyme Borreliose, Infektionen 
durch Rockettsien, Mycoplasmen oder Chlamydien, virale 
Infektionen wie Herpes simplex Virus-Inf ektionen, Varizella 
zoster-Inf ektionen, Epstein Barr-Virus-Inf ektionen, 

einschlieSlich Mononucleose, Cytomegalovirus- Infektionen, 
humane Herpesvirus Typ 6,7 oder 8-Inf ektionen, Pockenvirus- 
Inf ektionen , Vaccinia- Infektionen , andere Pockenviren- 
Infektionen, Parvovirus -inf ektionen, humane Papillomavirus- 
inf ektionen, virale Atemwegsinf ektionen, Influenza, virale 
Gastroenteritis , Enterovirus-Inf ektionen, Reovirus- 

Inf ektionen, Masern, Roteln, Mumps, Rabies -Virus - 
infektionen, anderen* Rhabdovirus-Inf ektionen, Infektionen 
hervorgeruf en durch Nager- und/oder Arthropodenviren, 
Infektionen mit Marburg- und/oder Ebolaviren, pilzlichen 
Infektionen wie Histoplasmose, Coccidioidomykosis , 
Blastomykose, Cryptococcose, Candidiosis, Aspergillose, 
Mucormycosis, verschiedene Mykosen, Prothotheca- 
Infektionen, Pneumocystis carinii-Inf ektionen, Infektionen 
mit Protozoen, wie Amobenbe fall, Infektionen mit frei- 
lebenden Amoben, Malaria, Infektionen durch Parasiten von 
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5 roten Blut zellen, Leishmaniosis , Trypanose, Toxoplasma - 

Inf ektionen, Intestinalinf ektionen durch Protozoen, 
Trichomonadenkolpitis, Inf ektionen mit Helminthen, wie 
Trichinose, Infektionen mit anderen Gewebe-Nematoden, 
Inf ektionen mit intestinalen Nematoden, Filariose, 

10 Infektionen wie Loiasis, Onchozerkose oder Dracontiasis , 

Schistosomie, Trematoden- Infektionen oder Cestoden- 
Inf ektionen. 

Die Autoimmunkrankheit, die mit dem erf indungsgem&Sen 
Arzneimittel behandelt oder verhindert wird, ist ausgewShlt 

15 aus Auto immunkrankhei ten wie allergische Enzephalomyelitis, 

autoimmune haemolytische Anamie, autoimmune Thyreoditis 
(Hashimoto' Syndrom), autoimmune mannliche Sterilitat, 
pemphigoide Blasensucht, Bauchh6hlenkrankheit, Basedow 
Kr ankhe i t , Goodpas tur e - Syndrom , idi opa thi sche 

20 thrombocytopenische Purpura, Insulin-resistenter Diabetis 

mellitus, Myastenia gravis, perniziose Anamie, Pemphigus 
vulgaris, Polyarteriitis nodosa, primare Gallenzirrhose, 
Reiter' Syndrom, rheumatisches Fieber, Sarcoidosis, 
Sjogren' Syndrom, systematischer Lupus Erythematodes , 

25 sympa thi sche Ophthalmia, Multiple Skier ose, und/oder virale 

Myocarditis durch Cocksakie B Virus Antwort. 
Eine weitere bevorzugte Ausf uhrungsf orm der Erfindung ist 
ein Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels umfassend 
die erf indungsgemaSen Verfahren, wobei das Arzneimittel 

30 Dendritische Zellen enthalt, die nach an sich bekannten 

Methoden mit Antigenen beladen werden oder mit 
entsprechenden Zellen fusioniert werden. Die Dendritischen 
Zellen des Arzneimittels werden nach den an sich fur 
autologe Dendritische Zelltherapien bekannten Verfahren mit 

35 einem geeigneten pharmazeutischen Trager formuliert. Das so 

gewonnene Arzneitmittel kann nach an sich bekannten 
Methoden verabreicht werden. Die dendritischen Zellen des 
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Arzneimittels nehmen Antigene auf, prozessieren sie und 
pr&sentieren Fragmente davon auf ihrer Oberflache im 
Kontext mit MHC Molekulen und costimulatorischen Molekulen. 
Nach einer weiteren Reifung nach an sich bekannten Methoden 
werden die Zellen in einer geeigneten Formulierung am 
Menschen angewandt. Ein weiteres Beispiel ist die Beladung 
reifer dendritischer Zellen nach an sich bekannten Methoden 
des „ Pulsing*. Bei den dendritischen Zellen handelt es sich 
urn autologe, allogene oder semi allogen dendritische Zellen 
beziehungsweise deren VorlSuf erzellen Oder Zellen aus 
Zelllinien, die die funktionellen Eigenschaf ten von 
dendritischen Zellen besitzen, die ex vivo nach an sich 
bekannten Methoden entsprechend geeignete Behandlung zur 
Entwicklung und Reifung bekommen. 

In einer bevorzugten Weise werden die Vorlauf erzellen wenn 
notwendig durch Gabe von geeigneten Faktoren, 
beispiel sweise costimulatorischen Faktoren, Cytokinen 
und/oder Wachstums faktoren, wie beispielsweise IL-4 und GM- 
CSF zu Zellen gereift, die funktionell und phanotypisch den 
iDC ahnlich sind. Diese Zellen werden mit geeigneten 
Antigenen beladen bei Bedarf weiter gereift. Die 
resultierenden beladenen effektiven dendritischen Zellen 
(mDC) , sind Zellen, die reifen beladenen dendritischen 
Zellen phanotypisch und funktionell ahnlich sind werden 
bevorzugt zur Prophylaxe oder Therapuie von Tumor- oder 
Infektionserkrankungen eingesetzt. Alternativ konnen die 
effektiven dendritische Zellen erst als mDC beladen werden, 
wie beispielsweise fur definierte MHC-Kalsse Peptide als 
Antigene. Alternativ werden Zellen in den unterschiedlichen 
Vorlauf er-, Dif f erenzierungs- und/oder Reifungsstadien mit 
DNA oder RNA von Antigenen, costimulatorischen Molekulen 
und/oder Immunogenen nach an sich bekannten 
gentechnologischen Methoden transfiziert werden. Bevorzugt 
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5 sind dies stabile Trans forma tionen von den Zellen, die sich 

am besten teilen lassen, bevorzugt vor dem Vorlauferstadium 
vor der Dif f erenzierung. Alternativ werden geeignete 
Stadien der erf indungsgemaSen dendritischen Zellen, als 
Voriauferzelle, als unreife Zelle oder als reife Zelle mit 

10 anderen Zellen nach an sich bekannten Methoden fusioniert 

und gegebenfalls weiter dif f erenziert und oder gereift. Fur 
die Behandlung oder Prophylaxe von Autoimmunerkrankungen 
werden bevorzugt die beladenen Zellen im unreifen Stadium 
verwendet, wie weiter oben detaillierter beschrieben wird. 

15 

Die Erfindung wird durch folgendes Beispiel n&her 
erlautert, ohne sie auf dieses Beispiel einzuschranken: 

Beispiel 1: 

MUTZ-3, eine humane CD34+, CD124+, CD116+ Zelllinie zur 
20 Herstellung von effektiven DC durch eine Zytokin-induzierte 

Dif f erenzierung von dendritischen Zellen aus CD34+ 
Precursor Zellen und die Verwendung der effektiven DC zur 
Induktion f unktioneller T-Zell Subsets fur die Herstellung 
von Immuntherapeutika 

25 

Material und Methoden 

Antikdrper und Reagenzien 

30 Far die Untersuchungen wurden verwendet: 

PE-markierte. monoklonale AntikSrper (mAK) gegen CD40, CD34 
und TCR Valpha 24 von Coulter Immunotech (Marseilles, 
France), gegen CDla, CD54, CD83 und CD86 von Pharmingen 
(San Diego, CA) und gegen CD80 von Becton-Dickinson (San 

35 Jose, CA) 
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FITC-markierte mAK gegen HLA-DR, TCR V0 11 und CD14 von 
Becton-Dickinson, gegen CD116 (GM-CSF-Rezeptor) von 
Pharmingen . 

Die CDld-Expression wurde bestimmt mittels eines murinen 
mAK gegen CDld (Mab CDld27) (Spada et al. 1998, J Exp Med 
188(8): 1529-1534) gefolgt von einem FITC-markierten anti- 
Maus-IgGl mAK (Pharmingen) . Die Isotyp-Kontrolle Maus-lgGl 
stammt von Organon Technika-Cappel (Malvern, PA)., FITC- 
und PE-markierte Simultest-Isotyp-Kontrollen von Becton- 
Dickinson. Langerin-Expression wurde durch Farbung mit dem 
mAK DDCM4 gefolgt von einem FITC-markierten anti-Maus-mAK 
nachgewiesen. Die Blockierung der. Antigen-Prasentation xiber 
CDld erfolgte mit dem AK CDldSl (Spada et al . 1998, J Exp 
Med 188(8) : 1529-1534) . 

Zellkulturen 

Die Zytokin-abhangige, humane myelomonozytische Leukamie- 
Zellinie MUTZ-3 wurde in MEM-alpha mit Ribonukleosiden und 
Desoxiribonukleosiden (Gibco, Paisley, UK) , Hitze- 
inaktiviertem FKS, Penicillin/Streptomycin und 10 % 
konditioniertem Medium der humaneh Blasenkarzinom-Zellinie 
5637 (Quentmeier 1996, Leuk Res (4) :343-350) kultiviert. 
Die Zellen wurden in 6-Loch-Platten (Costar, Cambridge, MA) 
bei 37°C-und 5% C0 2 kultiviert und zweimal wochentlich 
passagiert. Die von einer akkuten monozytischen Leukamie 
abgeleitete Zellinie THP^-l, die von einer akkuten 
myelogenen Leukamie abgeleitete Zellinie KG-1, die 
chronisch myeloische Leukfimielinie K562, die von einer 
promyelozytischen Leukamie abgeleitete Zellinie HL-60 und 
die Makrophagen-ahnliche histozytische Lymphomlinie U937 
wurden von der Amerikanischen Type Culture Collection 
(ATCC, Rockville, MD) erhalten. Diese Zellinien wurden in 
IMDM Oder RPMI- 1640 mit Hitze-inaktiviertem FKS, 
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5 Penicillin/Streptomycin, 2M L-Glutamin und beta- 

Mercaptoethanol kultiviert und zweimal wochentlich in 80 
cm 2 Gewebekulturf laschen (Costar) passagiert. 

Generierung von unreifen (iDC) und reifen DC-Shnlichen 
10 (xdDC) Zellen aus Leukamiezellinien 

Die Induktion eines DC-ahnlichen Phanotyps in 
Leukamiezellinien wurde wie folgt erreicht: 
Die Zellen wurden gewaschen und mit einer Zelldichte von 
lxl0 5 /ml (in einem Volumen von 3ml) in 24-Loch-Platten 

15 eingesat und fur 7 Tage mit GM-CSF (lOOng/ml 

Novartis/ Schering-Plough, Arnhem, NL) , IL-4 (lOOOU/ml CLB) 
und niedrigdosiertem TNFalpha (2,5 ng/ml, CLB, Amsterdam, 
NL) inkubiert. Am Tag 7 wurde die Reifung induziert durch 
Gabe von entweder TNFalpha (75ng/ml ) oder LPS (lOOng/ml, 

20 Sigma) . Fur die Herstellung von LC-ahnlichen Zellen wurden 

die MUTZ-3-Zellen fur 9 Tage in GM-CSF und niedrigdosiertem 
TNFa kultuviert. Die Zellen wurden dann mit oder ohne TGFPl 
(lng/ml, R&D Systems, Abingdon, Oxon UK) und 
niedrigdosiertem TNFa fur weitere 7 Tage inkubiert, wobei 

25 das Kulturmedium am Tag 2 erneuert wurde. Die dadurch 

erhaltenen unreifen DC (iDC) wurden auf die Expression von 
CDla und Langerin untersucht. 

Duxchf luSzytometrie 

30 Die kultivierten Zellen wurden gewaschen und mit einer 

Zellzahl von 5xl0 4 bis 1x10 s in 25 microl eiskaltem FACS- 
Puffer (PBS pH 7,5, 0,1%BSA, 0 , 2%Natriumacid) 
resuspendiert . Die spezifischen und die fluoreszenz- 
markierten mAK bzw. die zugehfirigen Isotyp-Kontrollen 

35 wurden zugegeben und die Zellen filr 30 min bei 4°C 

inkubiert. Die Zellen wurden einmal gewaschen und in 250 
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microl FACS-Puffer resuspendiert . Die markierten Zellen 
wurden an einem FACStar (Becton Dickinson) unter Verwendung 
der CellQuest-Sof tware analysiert. 

Allogene Gemischte-Lyiophozyten-Reaktion (mixed lymphocyte 

reaction, MLR) 

Allogene, nichtadharente PBL wurden mittels 
Gradientenzentrifugation ttber Hypaque Lymphoprep (Nycomed, 
Oslo, Schweden) aus dem peripheren Blut gesunder Spender 
isoliert. Die Zellen wurden in einer Konzentration von 
5xl0 4 Zellen/Loch in Rundboden-Mikrotiterplatten eingesat 
und mit einer Verdunnungsreihe an MUTZ-3 DC in 200 microl 
Kulturmedium fur 5 Tage inkubiert. Die T-Zell-Prolif eration 
wurde nach einen 5h-Puls mit 3 H-Thymidin (0,4 
microCi/Loch, Amersham, Aylesbury, UK) bestimmt 
(Standardmethoden) . 

Induktion von IL-12/p70- und IL-10-Sekretion durch reife 

MUTZ-3 -DC (MUTZ-3 mDC) 

Die MUTZ-3 iDC wurden gewaschen und mit einer Zellzahl von 
1x10 s in MEM alpha (Zusatze siehe oben) in 48-Loch-Platten 
eingesat. Unreife MUTZ-3 -DC (MUTZ-3 iDC) wurden durch 
Behandlung mit TNFOC in Kombination mit entweder IFNgamma 
(1000 U/ml, Biosource, Camarillo, CA) oder Dexamethason 
(lmicromol/1, Sigma) (Inkubationszeit 48h) und 
anschlieEende Stimulation mit bestrahlten Zellen einer 
CD40-Ligand-transfizierten J558-Zellinie ( J558-CD40L, 1x10 s 
Zellen/Loch) zur Reifung gebracht. Die Konzentrationen der 
sekretierten Zytokine IL-10 und IL-12 (p70-Untereinheit ) 
wurden mittels ELISA bestimmt. 
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Induktion von CD8*-T-Zellen mit einer Spezifit&t fur 
Inf luenza-Matrix-Proteine 

MUTZ-3-DC wurden mit lOOpfu/Zelle eines rekombinanten 
Adenoviruses infiziert. Dieser Adenovirus kodiert das Ml- 
Matrix-Proteingen des Haeminf luenzavirus ' (RAdl28) . Fur die 
RAdl28-Inf ektion wurden die DC mit serumfreiem Medium 
gewaschen und mit Lipofectamin ( lOOpfu/Zelle, l,7microg/l 
x 10 8 pfu) inkubiert. Nach 2h wurden die Zellen mit 
komplettem Medium gewaschen und dann liber Nacht bei 37°C 
und 5%C0 2 inkubiert. Andere MUTZ-3-DC wurden mit dem HLA- 
A2 .1-bindenden Ml-abgeleiteten Peptid Ml 5 a-66 (50/xg/nil) uber 
Nacht bei 37°C zusammen mit beta-Mikroglobulin 
(2 , 5microg/ml) in serumfreiem Medium beladen. CD8 + -T-Zellen. 
(Responder) wurden mittels eines CD8-T-Zell-MACS- 
Isolationskits (Miltenyi Biotec) aus HLA-A2+ PBMC isoliert. 
Antigen-beladene (Virus Oder Peptid) MUTZ-3-DC (Stimulator) 
wurden mit einem Responder : Stimulator-Verhaltnis von 5:1 
eingesetzt in komplettem IMDM-Medium mit 10% gepooltem 
Humanserum (CLB) und 5ng/ml IL-7 (R&D Systems) . Nach einer 
Woche wurde die T-Zellen in einem IFNgamma-ELISPOT-Assay 
auf Spezifitat untersucht. Dazu wurden bestrahlte T2- 
Zellen, die mit dem HLA-A2 . 1-bindenden, Ml-abgeleiteten 
Peptid Ml5 8 - 66 oder als Kontrolle mit dem HLA-A2.1 bindenden 
HPV16-E7-abgeleiteten Peptid (E7 

11-20) beladen wurden, 
verwendet. Die Zellen wurden iiber Nacht bei 37°C mit dem 
peptid (50microg/ml) und beta-Mikroglobulin (2 , 5microg/ml ) 
in serumfreiem Medium beladen. 

Induktion von CD8 + -T-Zellen mit einer Spezif itat fur das 
Melanom-assoziiertes Antigen, MART-1 

MUTZ-3-DC wurden mit dem HLA-A2 . 1-bindenden MART-1- 
abgeleiteten Peptid (ELAGIGILTV) (lOmicrog/ml) 4 Stunden bei 
37°C in serumfreiem AIM-V-Medium (Gibco) beladen. CD8 + -T- 
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Zellen (Responder) wurden mittels eines CD8-T-Zell-MACS- 
Isolationskits (Miltenyi Biotec) aus HLA-A2+ PBMC isoliert. 
Mit MART-l-peptidbeladene MUTZ-3-DC (Stimulator) wurden mit 
einem Responder : Stimulator-Verhaltnis von 10:1 in 
serumfreiem AIM-V-Medium (Gibco) eingesetzt. Nach einer 
Woche wurden die T-Zellen in einem IFNgamma-ELISPOT-Assay 
auf Spezifitat untersucht, Dazu wurden bestrahlte T2- 
Zellen, die mit dem HLA-A2 . 1-bindenden MART-1 Peptid 
(ELAGIGILTV) oder als Kontrolle mit dem HLA-A2 . 1-bindenden, 
CEA-abgeleiteten Peptid CEA.78 (IMIGVLVGV) beladen wurden, 
verwendet. Die Zellen wurden 4 Stunden bei 37°C mit dem 
Peptid (1 microg/ml) in serumfreiem AIM-V-Medium (Gibco) 
beladen. 

Induktion von CD8*-T-Zellen mit Spezifitaten fiir die Tumor- 
Antigene MUC-1 und Asialoglykophorin durch Stimulierung mit 

Tumorzelllysaten. 

Die Tumorzelllysate wurden entweder aus Tumorzelllinien 
oder aus Prim&rmaterial hergestellt : , a) Zelllysate aus 
Tumorzelllinien wurden mit Hilfe von 4 Runden abwechselndem 
Frieren in flussigem Stickstoff urid anschlieSendem Tauen 
nach an sich bekannten Methoden hergestellt. 
b) Zelllysate aus solidem Tumorprimarmaterial wurden wie 
folgt hergestellt: Solide Tumoren wurden mit Hilfe der 
Triple-Enzym Methode behandelt und dadurch 
Einzelzellsuspensionen hergestellt. Diese Methode ist dem 
Fachmann bekannt und wird hciufig in verschiedenen Varianten 
in den meisten Tumorpathologie-/ Immunologielabors 
angewandt. Nach der chirurgischen Entfernung des Tumors 
werden alle weiteren Schritte unter aseptischen Bedingungen 
durchgefiihrt . Der Tumor wurde in etwa 5 kubikmillimeter 
grofie Stucke zerteiltund in ein GefaE mit sterilem Triple- 
Enzym-Medium (0,1% Kollagenase, 0,002% Desoxyribonuklease, 
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0,01% Hyaluronidase in dem Puffer. „Hank's buffered saline", 
HBSS) gegeben. Dies wurde uber Nacht bei Raumtemperatur init 
einem magnetriihrer geruhrt bis die soliden Gewebsstiicke 
sich aufgelost haben. Anschliefiend wurde liber einen 
Maschenf ilter (coarse wire grid) die unverdauten 
gewebsstiicke abgetrennt und die verbliebenen Zellen nach 
sorgfaltigem Waschen in HBSS mit einem Ficoll Gradienten 
zentrifugiert, urn Monozyten und Lymphozyten von der 
Tumorzellsuspension zu trennen . Die Tumorzellen wurden 
anschlieSend mit Hilfe von 4 Runden abwechselndem Frieren 
in flussigem Stickstoff und anschliefiendem Tauen lysiert. 

MUTZ-3-DC wurden mit einem Tumor zellly sat uber Nacht bei 
37°C in serumfreiem AIM-V-Medium (Gibco) beladen. CD8 + -T- 
Zelien (Responder) wurden mittels eines CD8-T-Zell-MACS- 
Isolationskits (Miltenyi Biotec) aus HLA-A2+ PBMC isoliert. 
Mit Tumorzelllysatbeladene MUTZ-3-DC (Stimulator) wurde mit 
einem Responder : Stimulator-Verhaltnis von 10:1 in. 
serumfreiem AIM-V-Medium (Gibco) eingesetzt. Nach einer 
Woche wurde die T-Zellen in einem IFNgamma-ELISPOT-Assay 
auf Spezifitat untersucht . Dazu wurden Antigen-beladene 
MUTZ-3-DC oder Peptid-beladene T2-Zellen verwendet. MUTZ- 
3 -DC wurden uber Nacht bei 37 °C in serumfreiem AIM-V-Medium 
(Gibco) mit einem Tumorzelllysat oder mit Asialoglykophorin 
(Protein) beladen. T2-Zellen wurden mit dem HLA-A2.1- 
bindenden MUCl-Peptid MUC-1 . 2 (LLLLTVLTV) 4 Stunden (1 
microg/ml) in serumfreiem AIM-V-Medium (Gibco) beladen. 

IFNganrma- ELISPOT-Assay 

Multiscreen-96-Loch-Filtrationsplatten (Millipore, 
Molsheim, Frankreich) wurden fur 3h bei Raumtemperatur (RT) 
oder uber Nacht bei 4°C mit dem mAK 1-D1K (SOmicrol, 
15microg/ml) in filtriertem PBS (Mabtech, Nacka, Schweden) 
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beschichtet. Die Platten wurden 6-mal mit serumfreiem 
Medium gewaschen und anschlieSend mit filtriertem 
kompletten Medium mit 10% FKS fur 0,5-lh bei RT blockiert. 
AnschlieSend wurden 7,5x10 s bis 1x10 s Ef f ektorzellen/Loch 
mit lx 10 4 Zielzellen uber Nacht bei 37°C / 5% C0 2 inkubiert. 
Die Zellen wurden verworfen und die Platten 6-mal mit 
filtriertem PBS/0 , 05%Tween 20 gewaschen. Zu jedem Loch 
wurden dann SOmicrol mAK 7-B6-1 (lmicrog/ml in filtriertem 
PBS) hinzugefugt und die Platten fur 2-4h bei RT 
stehengelassen: Nach 6 Waschschritten mit filtriertem 
PBS/0, 05%Tween 20 wurden 50microl/Loch Streptavidin- 
gekoppelte Alkalische Phosphatase (1:1000 verdunnt in PBS) 
zugegeben und die Platten fur l-2h bei RT inkubiert. Nach 6 
weiteren Waschschritten mit filtriertem PBS/0 , 05%Tween 20 
wurden 50microl Alkalische-Phosphatase-Reagenz (AP 
conjugate substrate kit , Biorad, Herkules, CA) zugesetzt 
und 15 min bis Ih stehengelassen, bis sich Farbpunkte 
entwickelt haben. Die Reaktion wurde mit Leitungswasser 
gestoppt und die Farbpunkte von 2 unabhangigen Personen 
ausgezahlt. 

Aktivierung von Tetanus -Toxoid (TT) -spezif ischen T-Zellen 

PBMC von Spendern mit partieller HLA-Ubereinstimmung (HLA- 
DR11, HLA-DQ7, HLA-B44 und HLA-A2 exprimier end) wurden 
ausgewahlt und die CD4 + -PBL mittels MiniMACS- 
Separationssaulen (Miltenyi Biotec) isoliert. Nach l,5h 
AdhSrenz an die Plastikoberf lache, urn kontaminierende APC 
zu entfernen, wurden die Zellen mit einer Verdiinnungsreihe 
TT-gepulster, unreifer MUTZ-3-DC (50mg/ml, Bilthoven, NL, 
12h in serumfreiem Medium) in 200microl Medium fiir 7 d bei 
37°C , 5% CO2 inkubiert. Die T-Zell-Prolif eration wurde 
nach einem 5h-Puls mit 3 H-Thymidin (0,4 microCi/Loch, 
Amersham, Aylesbury, UK) bestimmt (Standardmethoden) . 
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Presentation von ot-Galactosylceramid fur 
Va24*/vpil*-NKT-Zellen 

Valpha24 + -T-Zellen, einschlieSlich Valpha24Vvbetall- + -NKT- 
Zellen, wurden durch Positivselektion aus PBL gewonnen 
mittels autoMACS (Miltenyi Biotec) . Die aufgereinigten NKT 
Zellen wurden dann fur 7 Tage mit unreifen oder reifen 
MUTZ-3 -DC, die mit DMSO (Vehikelkontrolle) oder lOOng/ml 
alpha-Galac tosylceramid ( alpha-GalCer , Pharmaceutical 
Research Laboratory, Kir in Brewery, Japan) gepulst worden 
war en, kokultiviert unter der Zugabe von lOng/ml 
rekombinantem humanen IL-7 (R&D Systems) und 10 ng/ml 
rekombinantem humanen IL-15 (R&D Systems) sowie mit bzw. 
ohne blockierende Anti-CDld-Antikorper (CDld51, 
lOmicrog/ml) Die absolute Zahl an NKT-Zellen und der 
Expansionsfaktor wurden mittels FACS-Analysen bestimmt. 

Ergebnisse 

Differenzierung der MUTZ-3 Zellen zu effektiven DC 
unterschiedllcher Differenzierungsstadln und 
Effektorstadien 

MUTZ-3 -Zellen erwerben nach Zytokingabe den Phanotyp 
unreifer DC- 

Als erstes bestimmten wir das Potential leukamischer 
Zelllinien zu dif f erenzieren in Anwesenheit von Zytokinen, 
die routinemaSig fur die Induktion von DC Zellen verwendet 
werden. Insbesondere untersuchten wir die mit Zytokinen 
behandelten Zelllinien, ob die Expression von CDla, einem 
Hauptcharakteristikum fur unreife dendritische Zellen 
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(iDC), auf der Oberfl&che der Zellen induziert wurde. Drei 
der sechs getesteten Zelllinien (MUTZ-3, KG-1, THP-1) 
reagierten auf den Zytokin-Cocktail GM-CSF, IL-4 und 
niedrigdosiertes TNFCt. Der Anteil CDla-positiver Zellen 
nach 7 Tagen in Kultur war am hochsten bei der Zelllinie 
MUTZ-3 (20%), w&hrend die Zelllinien KG-1 und THP-1 10% 
bzw. 5% CDla-positive Zellen aufwiesen (Tabelle 1) . Bei 
diesen letzten zwei Zelllinien ging die Dif f erenzierung rnit 
einer deutlichen Expression des DC-Reifungsmarkers CD83 
einher, was friihere Ergebnisse best&tigt (Hulette et al . 
2001, Arch Dermatol Res 293 (3 ): 147-158 ; St Louis et al . 
1999, J Immunol 162 (6) : 3237-3248) . 

KG-1 und THP-1 reagierten nicht auf weitere Zytokin- 
Stimuli, auch konnte keine weitere Anderung des CDla/CD83- 
Phanotyps beobachtet werden. Auf den tibrigen 3 
untersuchten Zelllinien wurden weder CDla noch CD83 
detektiert. Alle getesteten Zelllinien exprimierten den GM- 
CSF-Rezeptor (CD116) , aber nur die Zelllinie MUTZ-3 auch 
den IL-4-Rezeptor (CD124) . Das zeigt die einzigartige 
Fahigkeit von MUTZ-3 Zellen, CDla positiv zu werden ohne 
gleichzeitig auch CD83 zu exprimieren, d.h. den iDC 
Ph&notyp zu erwerben. 

MUTZ-3 ist ein CD3 4 -positives DC-Differenzierungsmodell, 
das von Vorlauferzellen abgeleitet ist 

Neben der Neo-Expression von CDla wurden weitere 
morphologische und ph&notypische Ver&nderungen nach der 
Zytokin-Stimulation von MUTZ-3 Zellen beobachtet. MUTZ-3 
Zellen waren typischerweise nicht-adhSrente, runde oder ein 
wenig gelappte Zellen. Nach der Dif f erenzierung waren die 
MUTZ-3 iDC Zellen nur noch locker adharent, bildeten 
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5 Klumpen aus grofien Zellen und entwickelten haarShriliche, 

zytoplasmatieohe Projektionen, ein morphologisches 
Charakteristikura von DC Zellen (Pig. la, b) . 
Die Analyse der Zelloberflfcchen-Marker zeigte, daS 
unstiiuulierte MUTZ-3-Zellen 0014, 0086. CD54 und CD40 

10 echwach exprimieren und CD34 und HIA-DR stark (Pig, 2 und 

3) . Nach Induktion der CDla Expression auf der Zell- 
Oberflache wurde eirxe herunter-regulierte CD14- 
(Monozytenmarker) und CD34-Expression (Marker 
hSmatopoeti saber Voriauferzellen) beobachtet. Die 

15 Expression der co-stimulatoriechen und Adh&sions-Molektile 

CD80, CD86, CD40, CD54 und HLA-DR war stark herauf- 
reguliert auf den MUTZ-3 iDC Zellen im Vergleich zur 
unstiimilierten Zellpopulation (Pig* 3) . Die Stimulation der 
MUTZ-3 iDC Zellen mit TNFa induzierte die Expression des 

20 DC-Reifungsjnarkers CD83 mit einer weiteren Steigerung der 

CDla Expression von und alien co-stimulatoriechen 
Moleklilen. Xhnliche Beobachtungen wurden gemacht, wenn die 
MUTZ-3 iDC Zellen mit LPS, CD40-Ligand-transf iziarten J558 
Zellen oder PolylC zur Reifung gebracht wurden (Ergebnisse 

25 weraen nicht geseigt) . . Keine weitere Proliferation wurde 

beobachtet, wenn zu den MUTZ-3 iDC oder reifen DC (roDC) 
Zellen Zytokine zugegeben wurden, 

MOTZ-3 Zellen kbnnen demzufolge unter dem Einf lu£ von GM- 
CSF, 1L-4 und niedrigdosiertem TNFa in DC Zellen 
30 dif ferenzieren (MOTZ-3 -DC ) , wobei sie zwei verscfaiedene 

Dif ferenzierungagtadien durchlaufen - einen unreifen (MUTZ- 
3 iDC) und einen reifen Ph&notyp (MOTZ-3 niDC) . 

Die Herab-Regulation von CD34 und CD14 deutet daraufhin, 
35 dass MUTZ-3 Zellen eine Population von Voriauferzellen bei 

der Differenzieirung von CD34-positiven Starortizellen 
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5 daretellt. Bei der Dif ferenzierung von CD34-positiven 

stammzellen entstehen wenigetens zwei Vorl&uf erzelltypen, 
welche ultimativ zu interatitialen und Langerhans' Zellen 
(LC) reifen, urn zu bestimmen, ob sich MUTZ-3 Zellen zu LC 
Shnlichen Zellen entwickeln kSnnen, haben wir MUTZ-3 Zellen 

10 in An- oder Abwesenheit von TGFbetal kulti-viert > TGFbetal 

ist bekannt dafur bei DC Zellen, die von CD34-positiyen 
Zellen abstammen, einen LC-Phanotyp zu induzieren (Gaux et 
al. 1997, Blood 90 (4): 1458-1470), Wir beobachteten, dass 
unter dem EinfluS von TGFbetal nicht nur der Anteil an CDla 

15 positiven MUTZ-3 Zellen von 20% auf 80% anstieg, sondern 

auch eine starke Langerin / CDla Doppelf&rbung au£trat(Fig. 
4). Letzteres. zeigt , dass diese Zellen bestimmte 
Charakteristika von LC Zellen aufweisen. 

20 MUTZ-3 DC Zellen induzieren die Proliferation von allogenen 

Lymphozyten 

MUTZ-3 mDC Zellen waren in der Lage in gemischten 
Lymphozyten-Reaktionen die Proliferation von allogenen T- 

25 Zellen 2U stimulieren, und zwar zu einem h6heran Orad ale 

MUTZ-3 iDC oder unstimulierte MUTZ-3. Zellen. Es wurde ein 
6-10 fach h6herer [ 3 H] -Thymidin Einbau {Lymphozyten 
Proliferation) verglichen mit unstiraulierten MUTZ-3 Zellen 
und ein 2-3 fach hdherer [ 3 HJ -Thymidin Einbau verglichen 

30 mit MUTZ-3 iDC Zellen gemessen bei einem MUTZ-3/PBXj 

Verh&ltnis von 40 tl (Fig. 5). Wahrscheinlich epiegelt dieae 
erh6hte stimulatorische Eigeneohaft von MUTZ-3 mDC 
verglichen mit MUTZ-3 iDC Zellen den beobachteten Anstieg 
der Expression der co- stimulator ischen und Adhaesions -Marker 

35 -CD80,-CD86, CD40 und CD54 wider (wie in Fig. 3 gezeigt) , 
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5 MUTZ-3 DC Zellen reagieren auf Th-polarisierende Stimuli 

und bekommen einen DC1 oder DC2 Phanotyp wahrend der 
Reifung 

DC Zellen konnen IL-12 sekretieren, einem potenten Typ 1 T- 

10 Zellen induzierenden Zytokine (Kalinski et al 1998, J 

Immunol 161 (6) : 2804-2809) . Es konnte auSerdem gezeigt 
werden, dass unter dem EinfluS gewisser Stimuli nicht- 
vorprogrammierte iDC Zellen die F&higkeit erhalten, 
hauptsSchlich IL-12 (DC1 Phanotyp) oder das Typ 2 

15 induzierende Zytokine IL-10 (DC2 Ph&notyp) zu sekretieren 

(Vieira et al . 2000, J Immunol 164 (9): 4507-4512; 
Langenkamp et al . 2000, Nat Immunol 1 (4): 311-316). Urn zu 
unter suchen, ob MUTZ-3 iDC Zellen den DC1 oder DC2 Phanotyp 
entwickeln konnen, wurde die Reifung der MUTZ-3 iDC Zellen 

20 in Anwesenheit von IFN-gamma oder Dexamethason induziert. 

Wenn MUTZ-3 mDC Zellen (nach Reifung in Anwesenheit von 
TNFalpha) mit oder ohne CD40 Liganden transf izierten J558 
Zellen stimuliert wurden, wurden geringe Mengen an IL-10 
und IL-12 produziert (Fig. 6) . Demgegenuber ergab die 

25 Reifung von MUTZ-3 iDC Zellen in Anwesenheit von IFN-gamma 

eine IL-12 Produktion, die daruber hinaus krciftig anstieg, 
wenn die Zellen durch die transf izierten J558 Zellen weiter 
stimuliert wurden (Post-Maturation) . Ganz im Gegensatz dazu 
wurde uberhaupt kein IL-12 von MUTZ-3 mDC Zellen 

30 produziert, wenn diese in Anwesenheit von Dexamethason zur 

Reifung gelangten. In diesen Zellkulturen konnte aber eine 
erhohte IL-10 Produktion nachgewiesen werden. Diese 
Ergebnisse zeigen, dass unter geeigneten Bedingungen nicht- 
vorprogrammierte MUTZ-3 DC Zellen zum DC1 oder DC2 Phanotyp 

35 verandert werden konnen. 
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5 MUTZ-3 Zellen als effektive DC, die die Fahigkeit besitzten 

Antigene zu prozessleren und zu prasentieren und eine 
Immunantwort zu induzxeren 

Eine zentrale Funktion von DC Zellen als prof essionelle 
10 Antigen prasentierende Zellen (APC) ist ihre F&higkeit, 

CD4- und CD8-positive T-Zellen zu stimulieren, sowie (wie 
erst kiirzlich gezeigt) Lipide und hydrophobe Antigene NKT 
Zellen zu prasentieren . Deshalb haben wir untersucht, ob 
auch MUTZ-3 DC Zellen in der Lage sind auf diesen Wegen 
15 spezifisch Antigene zu prozessieren und zu prasentieren. 

MUTZ-3 DC Zellen aktivieren Influenza-spezifische, 
zytotoxische T-Lymphozyten iiber MHC Klasse I 

20 Die molekulare Typisierung ergab, dafi MUTZ-3 Zellen positiv 

waren ftir die HLA Antigene HLA-A2, HLA-A3 , HLA-B44, HLA- 
DR10, HLA-DR11, HLA-DR52 , HLA-DQ5 und HLA-DQ7 . Die HLA-A2 
Expression wurde bestatigt durch eine FACS-Analyse unter 
Verwendung der monoklonalen Antikorper MA2.1 und BB 7.1 

25 (Ergebnisse nicht gezeigt). Wir haben nun untersucht, ob 

MUTZ-3 DC Zellen fShig sind, Antigene uber das HLA-A2 
Klasse I Molektil zu prozessieren und zu pr&sentieren. MUTZ- 
3 DC Zellen wurden beladen mit dem immunodominanten ,A2 
bindenden Ml HSminf luenza (flu) Peptid Oder die Zellen 

30 wurden mit Adenoviren infiziert, die fur die gesamte Ml 

Sequenz kodieren (um die F&higkeit zur HLA Klasse I 
Prozessierung zu testen) . In beiden Fallen wurden T2 
Zellen, die mit dem Ml flu Peptid oder als Kontrolle mit 
dem vom HPV-abstammenden E7 Peptid beladen wurden, als 

35 Stimulator-Zellen im IFNgamma-ELISPOT Assay fur 

zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) benutzt, welche bei der 
Co-Kultivierung von MUTZ-3 DC und T-Zellen entstanden sein 
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5 konnten. Unstimulierte T-Zellen wurden hinzugefugt, um die 

Basislinie der f lu-spezif ischen CTL Reaktion zu bestimmen. 
Keine spezif ische CTL Antwort wurde unter diesen 
Bedingungen beobachtet (Ergebnisse nicht gezeigt) . Eine 
HLA-A2 beschrankte, f lu-spezif ische CTL Expansion konnte 

10 detektiert werden. nach Co-Kultivierurig der CTL mit MUTZ-3 

DC Zellen, die entweder mit dem flu Peptid beladen waren 
oder mit den Ml kodierenden Adenovireri infiziert worden 
waren (Fig. 7a 1,2). Diese Ergebnisse zeigen, da£ MUTZ-3 DC 
Zellen flu Peptide prozessieren und prasentieren konnen, 

15 was zu einer Stimulation von flu spezif ischen, MHC Klasse 

I-beschrankten CTL fuhrt. 

MUTZ-3 DC Zellen induzieren MART-l-spezif ische, 
zytotoxische T-Lymphozyten uber MHC-Klasse I 

20 

Eine HLA-A2-abh&ngige, MART-l-spezif ische CTL-Expansion und 
-Aktivierung (IFNgamma-Sekretion) konnte detektiert werden 
nach Ko-kultivierung der CTL mit MUTZ-3 -DC, die mit dem 
modif izierten MART-1 Peptid ELAGIGILTV beladen wurden (Fig. 
25 9). Diese Ergebnisse zeigen, daS MUTZ-3-DC tiber MHC Klasse 

I naive CTL sensibilisieren konnen. 

Tumor zellly sat -beladene MUTZ-3 -DC induzieren zytotoxische 
30 T-I/3^nphozyten die fur verschiedene Tumorantigehe spezif isch 

sind 

HLA-A2-abh£ngige, Tumor zelllysat-spezif ische CTL-Expansion 
und -Aktivierung (IFNy-Sekretion) konnte detektiert werden 
35 nach Ko-Kultivierung der CTL mit MUTZ-3-DC, die mit 

Tumorzelllysat beladen wurden (Fig 10). Diese CTL konnten 
auch durch Restimulierung mit MUCl-Peptid LLLLTVLTV , und 
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5 durch Restimulierung mit dem Protein Asialoglykophorin 

aktiviert werden. Diese Ergebnisse zeigen, daS MUTZ-3-DC 
eine polyspezif ische zellulSre Anti-Tumor-Immunantwort 
induzieren konnen. 

10 Generierung von unreifen Mutz-3 (iDC) aus Vorlauf erzellen 

mit GM-CSF, TNF-alpha und verschiedenen IL-4 Konzentration 
oder IL-13 

Mutz-3 Zellen aus der laufenden Kultur wurden 2 mal mit PBS 
15 gewaschen und mit einer Zelldichte von 1 x 10 5 Zellen/mL in 

einem Volumen von 5 mL Kulturmedium in eine 6-Lochplatte 
einges^t und fur 7 Tage mit GM-CSF (1000 U/mL, Leukomax 
/Novartis) , und niedrigdosiertem TNFalpha (2,5 ng/mL, 
Peprotech) und verschiedenen IL-4 Konzentrationen (zwischen 
20 0,1 U/mL und 1000 U/mL, Peprotech) inkubiert. In einem 

weiteren Versuch wurde IL-4 durch . IL-13 (100 ng/inL) 
ersetzt. Diese Konzentration entspricht etwa der 40-fachen 
Konzentration verwendeten IL-4 Konzentration (lOOU/ml) . 
Jeden zweiten bis dritten Tag erfolgte ein 
25 ZytokinzufUtterung. Nach 7 Tagen Inkubation erfolgte eine 

durchf lusszytometrische Charakterisierung der Zellen. (siehe 
Fig. 11 und 12) 

Stimulation von TT spezifischen, CD4-positiven T-Zellen 
30 durch TT-gepulste MUTZ-3 iDC Zellen 

Die Fahigkeit der Prozessierung von Peptiden liber den MHC 
Klasse II Weg, wurde untersucht, indem MUTZ-3 iDC Zellen 
mit Peptiden gepulst beladen wurden, die von dem „ common 
35 recall" TT Antigen stammten, und anschliefiend mit allogenen 

CD4-positiven, teilweise im HLA-Typ ubereinstimmenden T- 
Zellen- co-kultiviert wurden. Es wurde eine starke 
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5 Stimulation der TT spezifischen CD4-positive T-Zellen 

beobachtet, wenn MUTZ-3 iDC Zellen mit TT Peptiden im 
Vergleich zum Vehicle als Kontrolle gepulst beladen wurden, 
wobei die Kontrollwerte Shnlich niedrig waren wie far CD4- 
positive Zellen alleine (Fig. 7b). Diese Ergebnisse zeigen, 
10 dass MUTZ-3 Zellen in der Lage sind, Antigens tiber den MHC 

Klaese II Weg zu prozeasieren und zu pr&sentieren. 

Glykolipld Presentation durch MUTZ-3 DC Zellen fiir 
Valpha2 4 -positive / Vbe tall -positive NKT Zellen 

CD1 Molektile reprSsentieren eine epezialisierte Klasse von 
Antigen prasentierenden Molektilen, welche in der Lage sind, 
Lipide, Glykolipide und hydrophobe Peptide zu prasentieren. 
Es konnte gezeigt werden, dass das Glykolipid a-GalCer ilber 

20 CDld Va24-positiven / Vpll -posit iven NKT Zellen pr^sentiert 

werden kann (Broeeay et al. 1998, J. Exp- Med. 188 (8): 
1521-1528) . Urn zu untersuchen, ob MUTZ-3 DC Zellen in der 
Lage sind, a-GalCer zu prasentieren, haben wir zun&chst 
gezeigt r da£ MUTZ-3 DC Zellen das CDld Molekfil exprimieren 

25 (Ergebnisse nicht gezeigt) . MUTZ-3 iDC und mDC Zellen 

wurden dann beladen mit dem a-GalCer oder Vehicle und co- 
kultiviert rait gereinigten NKT Zellen fiir 7 Tags in 
Anwesenheit von 10 ng/ral IL-7 und 1L-15 (van der Vliet et 
al. 2001, J. Immunol. Methods 247 (1-2) s 61-72) . a-GalCer 

30 beladene MUTZ-3 mDC Zellen konnten besser NKT Zellen 

induzieren als MUTZ-3 iDC Zellen (eowohl a-GalCer als auch 
Vehicle- beladen) und Vehicle beladene MUTZ-3 mDC Zellen. 
Die Aufhebung der Antigen Pr&sentation durch Blockierung 
von CDld bestatigte die Schlufifolgerung, dafi MUTZ-3 mDC 

35 Zellen in der Lage sind, Glykolipid Antigene ttber die 
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5 nicht-klassischen Antigen prSsentierenden CDld MolekUle zu 

prSsentieren (Fig* ♦ 8)* 

Legenden 

10 Tabelle 1. FACS Analyse der CDla und CD83 Expression in 

Leuk&nia Zelllinien* Die CDla und CD83 Expression wurde in 
der Durchf lufczytometrie unteraucht nach 7 Tagen Inkubation 
mit den Zytokinen. Bei MUTZ-3 Zellen ist eine Neo- 
Expression von CDla aber nicht von CD83 zu beobachten* Eine 

15 geringere Induktion der CDla Expression mit aeeoziierter 

CD83 Expression wurde ftir KG- 1 und in einem noch geringeren 
Mafie auch ftir THP-1 Zellen gemessen, a %Positive Zellen 
repr&sentiert die gesarttte Zahl an Zellen, die far einen 
bestimmten CD-Marker posit iv ge£SLrbt waren, innerhalb einer 

20 abgegrenzten (» gated*) Zellpopulation. * Zellen, die mit 

PE-konjugierten anti CDla und PITC-konjugierten anti CD83 
monoklonalen Antikttrpern gefarbt wurden, repr&sentieren 
Doppel -positive Zellen* c Zellen wurden mit FITC- 
konjugiertem anti CD116 monoklonalen AntikBrpern geffirbt. d 

25 publiziert in Drexler, H,G* 2001, The Leukenda-Lymphoma 

Cell Line Pacts Book, Academic Press. 

Figur 1* Mikroskopische Aufnahmen von differensierten 
3 Zellen naob Bugabe von Zytokinen. a) Unstimulierte MUTZ-3 
30 Zellen, b) MUTZ-3 iDC nach 7 Tagen Kultur in Anwesenheit 

von GM-CSF, IL-4 und geringen Konzentrationen von TNPalpha. 
Die Zellen sind nur noch locker adherent und zeigen eine 
dendritische Morphologie (40 facbe VergrSSerung) . 
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5 Figur 2. MUTZ-3 DC zeigen Charakterictika £Or unreifa und 

reifie DC in Anwesenheit von Zytoklaen. Die Scatter Plot 
Darstellung illustriert den Phanotyp a) der unstimulierten 
MUTZ-3 Zellen, b) der unreifen MUTZ-3 iDC und c) der 
TNFalpha induzierten reifen MUTZ-3 mDC Die Zahlen beziehen 
10 sich auf den Prozentsatz der Zellen, die positiv sind ftir 

den jeweiligen CD Marker. Alle Zellen wurden mit pe- oder 
FlTC-konjugierten, Antigen spezif ischen, monoklonalen 
Antikbrpern gef&rbt, Die Daten stammen von einem 
Experiment, das repreeentativ fur ftinf Experimente ist. 

15 

Figur 3. Die Di£ f er onz ierung der MUTZ-3 Zellen 1st 
aeeoziiert mit der Induction der Expression von co- 
stixnulatoridcheA MoleWilen. Die FACS Analyse ergibt eine 
induktion der co-stimulator ischen Molekale CD86 und CD40, 

20 des Adhasions-Molektils CD54 und dee HLA Klasee II Molektils 

HLA-DR w&hrend der MUTZ-3 Differenz ierung, unstimulierte 
MUTZ-3 (gepunktete Linie) , unreife MUTZ-3 iDC 
(durchgezogene Linie) und reife MUTZ-3 mDC (durchgezogenen 
dicke Linie) . Die Daten stammen von einem Experiment, das 

25 representativ ftSr fitaf Experimente 1st, 

Figur 4. TGFbetal induziert die Expression des LC* 
assoziierten oberf l&cbeijmolekttls Langerin auf MUTZ-3 
Zellen* CD34-positive MUTZ-3 Zellen wurden zunSchst in 

30 Anweeenheit von GM-CSF/TNFalpha und anechlieSend in An- 

oder Abwesenheit von TGFbetal kultiviert. Die Zahlen in der 
oberen linken Ecke beziehen sich auf den Prozentsatz an 
CDla/Langerin doppel-positiven Zellen innerhalb einer 
abgegrenzten {* gated*) Zellpopulation bzw den Prozentsatz 

35 an ZellenT die zur Kontrolle mit einem isotypischen 
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5 Antik3rper gefarbt wurden* Die Daterx stammen von einem 

Experiment/ das representativ f Or drei Experiments ist. 

Pigur 5, Die FShigkait von MOTZ-3 Zellea, Lymphozytem su 
stimulieren. Unstimulierte MtJTZ-3, unrei fie MUTZ-3 iDC und 

10 reif e MUTZ-3 mDC wurden mit Lymphozyten, die im MHC nicht 

tibereinstimmten, ca-kultiviert in einer allogenen 
gemischten Lymphozyten Reaction- MUTZ-3 mDC wiesen sine 
starke stimulatorische Kapazit&t auf vergXichen mit 
unstimulierten MUTZ-3 fcellen (6,3 faciie Differenz im [3HJ 

15 Thymidiix Einbau verglichen mit unstimulierten Zellen) und 

eiue 2,3 faohe Different verglichen mit MOTZ-3 iDC- Die 
Daten stammen von einem Experiment, das representativ ftir 
vier Experiments iet. 

20 Figur 6. UJiclit -vorprogrammierte iDC Zellen kdnnen 

sum DC1 eder DC2 PhSnotyp ver&ndert warden wShrend dor 
Reifung unter Einflufi von XFNgaxnma oder Dexamethason. mutz- 
3 iDC, die in Anwesenheit von IFNgamma kultiviert wurden, 
sekretieren IL-12 . Keine IL-12 Produktion kann beobachtet 

25 werden, wenn die Zellen mit Dexamethason kultiviert wurden. 

In ahnlcher Weise sekretieren die Zellen kein IL-10 , wenn 
sie mit IFNgamma, .behandelt wurden . IL-12 und IL-1Q 
Konzentrationen wurden im ELISA toestimrat. Die Zytokine 
Konzentrationen sind in pg/ml pro 10 5 Zellen dargestellt. 

30 Die Daten eind representativ far vier indivuelle 
Kxperimente * 

Figur 7 * MUTZ-3 -Zellen besitzen die Ffthigkeit der Antigen- 
Prozesaierung und Pr&sentation 

35 (a) MHC Klasse I Prftsentation, MQTZ-3 iDC stimulieren eine 

flu-spesif ische CTI* Reaktion durch Presentation des auf das 
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HLA-A2.1 beschrankten flu Peptids. (1) MUTZ-3-DC wurden mit 
dem HLA-A2.1 bindenden, vom Haminfuenza stammenden 
Matrixprotein Mlse-ee beladen und co-kultiviert mit CD8- 
positiven T-Zellen, Zum Nachweis der CTL Proliferation 
wurde die Produktion von IPNV durch CTLb gemessen, die mit 
T2-Zellen als Ziel-Zellen co-kultiviert wurden. Die T2- 
Zellen waren entweder mit dem Ml flu Peptid (schwarze 
Quadrate) oder als Kontrolle mit dem vom HPV16 abstammenden 
Pepid E7 (weiSe Quadrate) beladen. (2)MUTZ-3-DC wurden mit 
rekoznbinanten Adenoviren infiziert, die das Ml 
Matrixprotein Gen enthielten und anschlieSend co-kultiviert 
wie oben beschrieben. CTLS wurden dann eraeut mit T2 -Zellen 
stimullert, die entweder mit dem Ml flu Peptid (schwarze 
Kreise) oder mit E7 Peptid (weiSe Kreise) beladen waren. 
Die Daten stantmen von einem Experiment, das repr&sentativ 
fttr drei Experimente ist. (b) MHC Klasse II Antigen 
Prasentation, WUTZ-3 mDC prozessieren und prSsentieren 
Peptide, die von dem „ common recall" Antigen TT stammen, 
und stimulleren TT spezifische CD4-positive T-Zellen. Die 
Daten stammen von einem Experiment, das repr&sentativ fttr 
drei Experimente ist. 

Pigur 8 - Presentation von o^GalCer Ober CDld. MUTZ-3 
iDC wurden mit dem a-GalCer oder als Kontrolle mit Vehikel 
(33MSO) beladen und anschlieSend far 48h in An- oder 
Abwesenheit von heher dosiertem TNFa Jcultiviert. mDC wurden 
dann tiXr 3 Tage in Anweeenheit von XL-7 und IL-15 mit oder 
ohne CDld blockierenden AntikBrper co-kultiviert mit 

NKT-Zellen, die von gesunden Spendern igoliert worden 
waren. Die Ergebnisse zeigen die relative Auebeute von NKT- 
Zellen nach Co-Kultivierung mit MUTZ-3 iDC und mDC, welche 
vorher mit Vehikel und a-GalCer beladen wurden, mit oder 
ohne Blockieruxig der a-GalCer-Prfisentation durch den 
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5 CDld-blockierenden Antikorper. Die Daten stammen von einem 

Experiment, das reprasentativ fur drei Experiment is t. 

Figur 9 MUTZ-3-DC kdnnen naive CTL sensibilisieren. 

CTL wurden mit MART-1 ELAGIGILTV Peptid-beladene MUTZ-3-DC 
10 stimuliert (Prime) und nach eine Woche iiber Nacht mit MART- 

1 ELAGIGiLTV oder CEA IMIGVLVGV Peptid-beladene T2 -Zellen 
restimuliert . Das IFNgamma ELISPOT zeigte eine starke 
antigenspezif ische (MART-1) Aktivierung der CTL, durch 
Restimulierung mit einem irrelevanten Antigen (CEA)ergab 
15 nur eine sehr schwache Aktivierung der Zellen. 

Figur 10 MUTZ-3 -DC kdnnen eine polyspezif ische Anti-Tumor- 
CTL Antwort induzieren. 

20 CTL wurden mit Tumorzelllysat-beladene MUTZ-3 -DC stimuliert 

(Prime) -und nach eine Woche mit Tumorzelllysat-beladene 
MUTZ-3-DC, mit Asialoglykophorin-beladene MUTZ-3 -DC, oder 
mit MUC1 LLLLTVLTV Peptid-beladene T2-Zellen restimuliert. 
Das IFNgamma ELISPOT zeigte starke Aktivierung der CTL 

25 durch Restimulierung der Zellen mit Tumor zelllysaten, mit 

dem MUC-l-Peptid und mit dem Asialoglykophorin . 

Figur 11: Mutz-3 Zellen aus der laufenden Kultur wurden fur 
7 Tage mit GM-CSF (1000 U/mL) , niedrigdosiertem TNF-alpha 
30 (2,5 ng/mL) und verschiedenen IL-4 Konzentrationen 

(zwischen 0,1 U/mL und 1000 U/mL) inkubiert. Die Ergebnisse 
zeigen, dass mit steigender IL-4 Konzentration eine 
Reduktion der CD124 Expression beobachtet werden kann. 

35 Figur 12: Mutz-3 Zellen aus der laufenden Kultur wurden fur 

7 Tage mit GM-CSF (1000 U/mL), niedrigdosiertem TNF-alpha 
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(2,5 ng/mL) und vergleichend mit IL-4 (100 U/mL) oder IL13 
(100 ng/mL) inkubiert. Die Konzentration des IL-13 
entspricht etwa der 40-fachen Konzentration des verwendeten 
IL-4. Die durchf lusszytometrische Charakterisierung 
verschiedener Oberf lachenmolekule zeigt, dass durch eine 7- 
tagige Inkubation mit IL-13 anstelle von IL-4, neben GM-CSF 
und niedrigdosiertem TNF-alpha, eine vergleichbare 
Expression der Oberf l&chenmolekule beobachtet werden kann. 

Im Kontext der Erfindung bedeutet der Ausdruck 
„sensibilisieren tt ,T-Lymphozyten in einen Status versetzen, 
in dem sie far einen antigen-spezif ische Stimulus 
empfanglich sind. 



Zelllinie 


% Positve 
Zellen a 




Zytokin Rezeptor 
Expression 




CDla° 


CD83 D 


CD116 
(GM-CSF 
Rezeptor) 0 


CD124 
(IL-4 
Rezeptor) d 


MUTZ-3 


38 


0 


+ 


+ 


KG-1 


10 


10 


+ 




THP-1 


5 


5 


+ 




HL-60 


0 


0 


+ 




U937 


0 


0 


. + 




K562' 


0 


0 


+ 





Tabelle 1: FACS-Analyse der CDla- und CD83 -Expression auf 
leukamischen Zelll-ini-enT~Die CDla- und CD83 -Expression 
wurde mittels Durchf lusszytometrie am 7. Tag nach 
Zytokingabe untersucht. Die CDla, jedoch nicht die CD83 
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5 Expression kann in MUTZ-3 Zellen induziert werden. KG-1, 

und in einem geringen AusmaS TH-1, erlangen CDla(gering) 
Expression in Verbindung mit CD83 Expression. 
a % positive Zellen reprSsentiert die Gesamtzellzahl 
positive gefarbter Zellen ftir einen bestinunten DC-Marker 

10 innerhalb einer eingegrenzten Zellpopulation. 

b Zellen wurden mit PE-markierten anti-CDla und FITC- 
markierten anti-CD83 Monoklonalen Antikorpern gef&rbt, 
dieses Ergebnis reprasentiert dopppelt positive Zellen. 
c gefarbt mit anti-CD16-FITC-markierten Monoklonalen 

15 Antikorpern. 

d von Drexler, H.G.,2001. The Leukemia-Lymphoma Cell Line 
Facts Book. Academic Press. 
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Patentansprtiche 

1. Verfahren zur Herstellung von effektiven dendritischen 
Zellen oder Zelllinien, dadurch gekennzeichnet, dass 
Zellen von CD124 und CD116 positive Zelllinien mit 
mindestens einem stimulatorischen Molektile, zeit gleich 
oder sequentiell zeit versefczt, in Kontakt gebracht und die 
effektiven dendritischen Zellen oder Zelllinien erhalten 
werden . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
als effektive dendritische Zellen oder Zelllinien Zellen 
oder Zelllinien hergestellt werden, die phanotypisch 
interstitiellen dendritischen Zellen, Langerhans' 
dendritischen Zellen, CD83 positiven Zellen, unreifen 
dendritischen Zellen und/oder reifen dendritischen Zellen 
gleichen oder ahnlich sind. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die CD124 und CD116 positiven Zelllinien oder Zellen CD34 
positiv sind. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche , 
dadurch gekennzeichnet, dass die CD116 und CD124 positiven 
Zelllinien aus Tumorzellen oder Primarzellen gewonnen 
werden . 

5 . Verfahren nach eineiri der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass in die CD116 und CD124 
positiven Zelllinien das Gen fur CD34 eingebracht wird 
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6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die CD116 und CD124 positiven 
Zelllinien durch Einbringen von CD116 und/ oder CD124 
Genen in Tumorzellen oder Primarzellen gewonnen werden. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche , 
dadurch gekennzeichnet, dass die Zelllinien aus Tumorzellen 
oder Primarzellen aus Leukamiepatienten gewonnen werden, 
insbesondere von Patienten mit chronischer myeloischer 
LeukSmie oder akuter myeloischer Leukamie. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Zelllinien myeloiden, 
lymphoiden, plasmacytoiden oder monocyt&ren Ursprungs sind. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass in die Zelllinien weitere Gene 
eingebracht werden, die beispielsweise Rezeptoren oder 
Inhibitoren fiir stimulatorische Molekule codieren und/oder 
exprimieren. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass in die Zelllinien mindestens 
ein Immuntherapeutikagen eingebracht werden. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Zelllinien mit anderen 
Zellen oder Zelllinien fusioniert werden. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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als CD124 und CD116 positive Zelllinien, die Zelllinien 
MUTZ-3, MUTZ-2, ME-180, BT-20, HTB-38, TF-1, IGROV-l, Pa-1, 
SCCHN Zelllinien, weitere MUTZ Zelllinien, CCL185, C94, 
A2774, Daudi, CCL187, SW403 und ihre Zellen verwendet 
werden. 

13 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprttche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als CD124 und CD116 positive Zelllinie die Zelllinie MUTZ-3 
und ihre Zellen verwendet werden. 

14 ♦ * Verfahren nacb einem der vorhergehenden 
Ansprttche, dadurch gekennzeichnet f dass 
als die stimulatorischen Molektlle chexciische Oder 
biologische Molekttle verwendet werden, die eine 
Differenzierung der Zellen der Zelllinien beeinf lussen. 

15 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprttche, 
dadurch gekennzeichnet, dasa 

als die stiimilatorischen Molekttle Cytokine und/oder 
costimulatorische Molekttle verwendet werden. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprttche, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

als die stimulatorischen Molekttle GM-CSF, . TNF-alpha,LPS, 
PGE2, CD40 Ligand, poly inosinische-poly cytidylische S&ure 
(polylC), Kalzium, PMA, TGFbetal, IL-7 und/oder IL4 
verwendet werden. 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprttche, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

als die stimulatorischen Molekttle Surrogat -Molekttle 
verwendet werden, beispielsweise Antikfirper oder Peptide. 
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18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

durch die unterschiedlichen stirnulatorischen Molekiile, ihre 
Dosierung und/oder durch die Reihenfolge des in 
10 Kontaktbringens effektive dendritische Zelllinien oder 

Zellen unterschiedlicher Aktivierungs- und/oder 
Ef f ektorstadien gewonnen werden. 

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 

15 dadurch gekennzeichnet, dass die CD124 und CD116 positiven 

Zelllinien und/oder die effektiven dendritischen Zellen 
oder Zelllinien in die Apoptose oder Nekrose gebracht 
werden, beispielsweise durch Bestrahlung der Zellen. 

20 2 0. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 

dadurch gekennzeichnet, dass in die CD124 und CD116 
positiven Zelllinien Und/oder effektiven dendritischen 
Zellen oder Zelllinien mindestens ein Suizid-Gen 
eingebracht wird . 

25 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

durch die unterschiedlichen stirnulatorischen Molekiile, ihre 
Dosierung und/oder Reihenfolge des in Kontaktbringens 
30 effektive dendritische Zelllinien oder Zellen hergestellt 

werden, die vom DC Typ 1 oder DC Typ 2 sind. 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die effektiven dendritischen 

35 Zelllinien oder Zellen mit den stirnulatorischen Molekiilen 

in Kontakt gebracht und effektive reife dendritische 
Zelllinien oder Zellen erhalten werden. 
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23. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels umfassend 
ein Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 22 und 
Formulieren des Arzneimittels mit einem pharmazeutisch 
vertr&glichen Trager, wobei das Arzneimittel gegebenenf alls 
zus&tzlich mit einem Adjuvans kombiniert wird. 

24. Verwendung der effektiven dendritischen Zelllinien 
Oder Zellen hergestellt nach einem der Ansprxiche 1 bis 22 
als Immuntherapeutika . 

25. Verwendung nach Anspruch 24, wobei die effektiven 
dendritischen Zelllinien Oder Zellen bestrahlt sind. 

26. Verwendung der effektiven dendritischen Zelllinien oder 
Zellen hergestellt nach einem der Anspruche 1 bis 22 zur 
Aktivierung, Inhibierung oder Modulation des humoralen 
und/ oder zellularen Immunsys terns . 

27. Verwendung der effektiven dendritischen Zelllinien 
oder Zellen hergestellt nach einem der Anspriiche 1 bis 22 
zur Stimulierung von NKT Zellen, CD4+ und/oder 
cytotoxischen T-Lymphocyten. 

28. Verwendung der effektiven dendritischen Zelllinien oder 
Zellen hergestellt nach einem der Anspruche 1 bis 22 zum 
prozessieren und/oder prSsentieren von Antigenen. 

29. Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Ant igene Peptide, Proteine, 
Lipide, Lipopeptide, Lipoproteine, Kohlenhydrate, 
Glykolipide, Glykopeptide, Glykoproteine, phosphorylierte 
Proteine und/ oder phosphorylierte Peptide sind. 
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30. Verwendung der effektiven dendritischen Zelllinien oder 
Zellen hergestellt nach einem der Anspruche 1 bis 22 zur 
Proliferation von Immunzellen. 

10 31. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Immuntherapeutika allogen 
und/oder semi-allogen eingesetzt werden. 

32. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche zur 
15 Prophylaxe von Infektions-/ Tumor- und/oder 

Autoimmunerkrankungen. 

33. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche zur 
Behandlung von Infektions-, Tumor- und/oder 

20 Autoimmunerkrankungen. 

34 .Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche zur 
Prophylaxe von Metastasen oder Mikrometastasen . 

25 35. Verwendung nach einem der. vorhergehenden Anspruche zur 

Behandlung von Metastasen oder Mikrometastasen . 

3 6. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche zur 
Prophylaxe von Primartumoren . ■ 

30 

37. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche zur 
Behandlung von Primartumoren. 

3 8 . Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche zur 
35 Behandlung von minimal residualen Tumorerkrankungen . 
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39. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet dass die effektiven dendritischen 
Zellen oder Zelllinien mit mit einem Oder mehreren 
Tumorantigenen oder Teilen davon beladen werden. 

40. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet dass effektiven dendritischen Zellen 
oder Zelllinien mit Tumorzelllysaten beladen werden. 

41. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet dass die effektiven dendritischen 
Zellen oder Zelllinien mit Tumor zellen oder Tumorzelllinien 
fusioniert werden. 

42. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet dass in die effektiven dendritischen 
Zellen oder Zelllinien Gene eingebracht werden, die 

Tumor ant igene codieren. 

43 . Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche als 
Vakzine fiir Inf ektionserkrankungen. 

44. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet dass in die effektiven dendritischen 
Zellen oder Zelllinien Gene eingebracht werden, die 
Virusant igene, Bakterienant igene oder Paras i tenant igene 
oder Teile davon codieren oder andere Gene eingebracht 
werden, die fur infektiSse Partikel oder Teile derer 
codieren. 

45. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet dass die effektiven dendritischen 
Zellen oder Zelllinien nach Infektion der Zellen oder 
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5 Zelllinien mit infektiSsen Partikeln oder abgeleiteten 

Teilen davon, die nicht vermehrungsf Shig sind, eingesetzt 
werden. 

46. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche 

10 dadurch gekennzeichnet dass die ef fektiven dendritischen 

Zellen oder Zelllinien mit Zelllysaten von inf izierten 
Zellen.beladen werden. 

47 . Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche 

15 dadurch gekennzeichnet dass die ef fektiven dendritischen 

Zellen oder Zelllinien mit mindestens einem 
Infektionsantigene beladen werden. 

48. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche 

20 dadurch gekennzeichnet dass die effektiven dendritischen 

Zellen oder Zelllinien mit infizierten Zellen fusioniert 
werden. 

49. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche zur 
25 Behandlung und/ oder Prophylaxe von rheumatischen 

Erkrankungen 

50. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche in 
der Transplantationsmedizin. 

30 

51. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche 
dadurch gekennzeichnet dass die effektiven dendritischen 
Zellen oder Zelllinien durch mindestens ein 
stimulatorisches Molekiil weiter dif f erenziert und/oder 

35 gereift sind. . 
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52 . Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprUche 
dadurch gekennzeichnet dass Zelllinien durch mindestens ein 
stimulatorisches Molektil weiter zu effektiven dendritischen 
Zellen oder Zelllinien dif f erenziert und/oder gereift 
sind. . 

53. Kit umfassend effektive dendritische Zelllinien oder 
Zellen hergestellt nach einem der AnsprCiche 1 bis 22 zur 
Diagnose, Prophylaxe und/oder Behandlung von Infektions-, 
Tumor- und/oder Autoimmunerkrankungen . 

54. Testsystem umfassend effektive dendritische Zelllinien 
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zur Testung von immunaktivierenden, -inhibierenden und/oder 
-moduli erenden Substanzen und/oder zur Analyse der Biologie 
der dendritischen Zelllinien oder Zellen. 

55. Testsystem umfassend CD124 und CD116 positive 
Zelllinien oder Zellen zur Testung von immunaktivierenden, 
-inhibierenden und/oder -modulierenden Substanzen und/oder 
zur Analyse der Biologie der dendritischen Zelllinien oder 
Zellen. 

56. Testsystem umfassend die MUTZ-3 Zelllinie oder Zellen 
zur Testung von immunaktivierenden, -inhibierenden und/oder 
-modulierenden Substanzen und/oder zur Analyse der Biologie 
der dendritischen Zelllinien oder Zellen. 
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eine Benutzung, eine Aussteliung Oder andere MaOnahmen bezieht 
•P' Verftffentllchung, die vor dem intemattonaJen AnmeJdedatum. aber nach 
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kann allein a uf grund diese r Verflftentlichurtg nlcht a Is neu Oder auf 
erf indertscher Tfitrgkeit beruhend betrachtet warden 

"V" VerOffentllchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte -Erflndung 
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Seite 788, linke Spalte, Absatz 3 -Seite 
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US 5 811 297 A (G0PAL T VENKAT) 
22. September 1998 (1998-09-22) 
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Selte 1518, llnke Spalte 
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JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, TOKYO, 
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Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fQr bestimmte AnsprOche kein Recherchenbericht erstellt: 
1. AnsprOche Nr. 

— weil sie sich auf Gegenstande baziehen, zu deren Recherche die BehOrde ntcht verpfiichtet ist, narrilch 



2. II AnsprOche Nr. 

weil sie sich auf Telle der irttemationalen Anmeldung bezlehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechsn, 
daB eine sinnvoile Internationale Recherche rticht durchgefuhrl werden kann, namlteh 



a rj AnsprOche Nr. 

weil es sich dabet um abhangige AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld jl Bemerkungen bei mangelnder Einheitiichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die intemationale Recherchenbehorde hat lestgestellt, daG diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthdlt 

siehe Zusatzblatt 

1. I I Da der Anmelder alle erforderiichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrfchtat hat, erstreckt sich dieser 
• — 1 intemationale Recherchenbericht auf alte recherchierbaren AnsprOche. 

o | | Da fur alle recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne elnen Arbertsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 
■ — 1 zusatzliche RecherchengebQhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert 



3. rn Da der Anmelder nur einige der erforderiichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
LL-I internationsJe Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die GebOhren entrichtet worden sind, namfich auf die 
AnsprOche Nr. 

1-24 



4. Fj Der Anmelder hat die erforderiichen zusatzlichen RecherchengebQhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der Internationale Recher- 
— chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faRt: 



Bemerkungen hinslchtlich elnes Widerepruchs Q^j Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

pjfj Die Zahlung zusatzlicher RecherchengebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die Internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, daB diese 
Internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erflndungen enthalt, 
naralich: 

1. Anspruche: INVENTION 1: claims 1-22 

Verfahren zur Herstellung von effektiven dendritlschen 
Zell en Oder Zellinien 



2. Anspruch : INVENTION 2: claims 23 

Verfahren zur Herstellung eines Arzne1ra1ttels umfassend ein 
Verfahren nach elnem der Anspruche 1-22 und Formulleren des 
Arzneimittels mit einem pharmazeutlsch vertraglichen Trager. 



3. Anspruche: INVENTION 3: claims 24-56 

Verwendung von effektiven dendritlschen Zellinien als 
Immuntherapeutika/zur Behandlung von 
Tumor-/Infektions-/Autoimniunerkrankungen 
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^ (54) Title: PRODUCTION AND USE OF HUMAN CD 124 AND CD1 1 6 POSITIVE TUMOUR CELL LINES IN THE PRODUC- 
fT) TION OF ALLOGENIC OR SEMI-ALLOGENIC IMMUNOTHERAPY AGENTS 

® (54) Bezeichnung: HERSTELLUNG UND VERWENDUNG VON HUMANEN CD124 UND CD116 POSITIVEN TUMOR- 
ZELLLINIEN ZUR HERSTELLUNG VON ALLOGENEN ODER SEM1-ALLOGENEN IMMUNTHERAPEUTIKA 

(57) Abstract: Disclosed is a method for the production and use of CD124+ and CD 11 6+ cell lines in the production of effective 
© dendritic cells (DC) with the aid of stimulatory molecules. 



(57) Zusammenfassung: Es wird ein Verfahren zur Herstellung und Verwendung von CD124+ und CD116+ Zelllinien zurHerstel- 
lung von effektiven dendritischen Zellen (DC) mit Hilfe von stimulatorischen Molekiilen vorgeschlagen. 
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geAnderte ansprCche 

[beim Internationalen Btlro am 09. April 2003 (09.04.03) eingegangen; 
urspriingliche Ansprttche 1-56 durch neue Anspruche 1-57 ersetzt (9 Seiten)] 



Patentansprtiche 

1. Verfahren zur Herstellung von effektiven dendritischen Zelien oder Zelllinien, 
dadurch gekennzeichnet, dass Zelien von CD124 und CD116 positive 
Zelllinien mit mindestens einem stimulatorischen Molekul, zeit gleich oder 
sequentieil zeit versetzt, in Kontakt gebracht und die effektiven dendritischen 
Zelien oder Zelllinien erhalten werden, 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet/ dass als effektive 
dendritische Zelien oder Zelllinien Zelien oder Zelllinien hergestellt werden, 
die phanotypisch interstitiellen dendritischen Zelien, Langerhans* 
dendritischen Zelien, CD83 positiven Zelien, unreifen dendritischen Zelien 
und/oder reifen dendritischen Zelien gleichen oder ahnlich sind. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die CD124 und CD116 positiven Zelllinien oder Zelien 
CD34 positiv sind. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprGche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die CD116 und CD124 positiven Zelllinien aus 
Tumorzellen oder PrimSrzellen gewonnen werden. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass in die CD116 und CD124 positiven Zelllinien das Gen 
fOr CD34 eingebracht wird 



GEANDERTES BLATT (ARTIKEL 19) 



WO 03/023023 



65 



PCT/EP02/09260 



6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die CD116 und CD124 positiven Zelllinien durch 
Einbringen von CD116 und/ Oder CD124 Genen in TumorzeHen Oder 
Primarzellen gewonnen werdenv 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Zelllinien aus Tumorzellen oder Primarzelleri aus 
Leukamiepatienten gewonnen werden, insbesondere von Patienten mit 
chronischer myeloischer Leukamie oder akuter myeloischer Leukamie. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Zelllinien myeloiden, lymphaiden, plasmacytoiden 
oder monocytaren Ursprungs sind. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dass in die Zelllinien weitere Gene eingebracht werden, die 
beispielsweise Rezeptonen oder Inhibitoren for stimulatorische Molekule 
codieren und/oder exprimieren. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dass in die Zelllinien mindestens ein Immuntherapeutikagen 
eingebracht werden. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Zelllinien mit anderen Zellen oder Zelllinien 
fusioniert werden. 
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12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dass als CD124 und CD116 positive Zelllinien, die Zelllinien 
MUTZ-3, MUTZ-2, ME-180, BT-20, HTB-38, TF-1, K3ROV-1, Pa-1, SCCHN 
Zelllinien, weitere MUTZ Zelllinien, CCL185, C94, A2774, Daudi, CCL187, 
SW403 und Ihre Zellen verwendet werden. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dass als CD124 und CD1 16 positive Zelllinie die Zelllinie 
MUTZ-3 und ihre Zelien verwendet werden. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dass als die stlmulatorischen MolekUle chemische oder 
biologische MolekOle verwendet werden, die eine Differenzierung der Zellen 
der Zelllinien beeinflussen. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dass als die stimulatorischen Molektlle Cytokine und/oder 
costimulatorische Molekute verwendet werden. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, das als die stimulatorischen Molekuie GM-CSF, TNF- 
alpha,LPS, PGE2, CD40 Ligand, poly inosinische-poly cytidylische S§ure 
(polylC), Kalzium, PMA, TGFbetal , IL-7 und/oder IL4 verwendet werden. 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dass als die stimulatorischen MolekOle Surrogat-Molekuie 
verwendet werden, beispielsweise Antikerper oder Peptide. 
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18. Verfahren riach elnem der vorherigehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, dass durch die unterschiedlichen stimulatorischen Molekiile, 
ihre Dosierung und/oder durch die Reihenfolge des in Kontaktbringens 
effektive dendritische Zelllinien oder Zellen unterschiedlicher Aktivierungs- 
und/oder Effektorstadien gewonnen werden. 

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die CD124 und CD116 positiven Zelllinien und/oder die 
effektiven dendritischen Zellen oder Zelllinien in die Apoptose oder Nekrose 
gebracht werden, beispielsweise durch Bestrahlung der Zellen. 

20. Verfahren nach elnem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, dass in die CD124 und CD116 positiven Zelllinien und/oder 
effektiven dendritischen Zellen oder Zelllinien mindestens ein Suizid-Gen 
eingebracht wird , 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, dass durch die unterschiedlichen stimulatorischen MolekQle, 
ihre Dosierung und/oder Reihenfolge des in Kontaktbringens effektive 
dendritische Zelllinien oder Zellen hergestellt werden, die vom DC Typ 1 oder 
DC Typ 2 sind. 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die effektiven dendritischen Zelllinien oder Zellen mit 
den stimulatorischen MolekQIen in Kontakt gebracht und effektive reife 
dendritische Zelllinien oder Zellen erhaiten werden. 

23. Zelle oder Zelllinie, hergestellt nach einem Verfahren der AnsprQche 1 bis 22. 
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24. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels umfassend ein Verfahren nach 
einem der An'spruche 1 bis 22 und Formulleren des Arzneimittels mit einem 
phartnazeutisch vertraglichen Trager, wobel das Arzneimittel gegebenenfalls 
zusatzlich mit einem Adjuvans kombiniert wird. 

25. Verwendung der effektiven dendritischen Zelllinien Oder Zellen hergestellt 
nach einem der Anspriiche 1 bis 22 als Immuntherapeutika. 

26. Verwendung nach Anspruch 25, wobel die effektiven dendritischen Zelllinien 
Oder Zellen bestrahlt sind. 

27. Verwendung der effektiven dendritischen Zelllinien oder Zellen hergestellt 
nach einem der Anspriiche 1 bis 22 zur Aktivierung, Inhibierung oder 
Modulation des humoralen und/oder zelluiaren Immunsystems. 

28. Verwendung der effektiven dendritischen Zelllinien oder Zellen hergestellt 
nach einem der Anspriiche 1 bis 22 zur Stimulierung von NKT Zellen, CD4+ 
und/oder cytotoxischen T-Lymphocyten. 

29. Verwendung der effektiven dendritischen Zelllinien oder Zellen hergestellt 
nach einem der Anspriiche 1 bis 22 zum prozessieren und/oder prasentieren 
von Antigenen. 

30. Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Antigene Peptide, Proteine, Lipide, Lipopeptide, Lipoproteine, 
Kohlenhydrate, Glykolipide, Glykopeptide, Glykoproteine, phosphorylierte 
Proteine und/ oder phosphorylierte Peptide sind. 

31. Verwendung der effektiven dendritischen Zelllinien oder Zellen hergestellt 
nach einem der Anspriiche 1 bis 22 zur Proliferation von Immunzellen. 
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32. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Immuntherapeutika allogen und/oder semi-allogen 
eingesetzt werden. 

33. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche zur Prophylaxe von 
Infektions-, Tumor- und/oder Autoimmunerkrankungen. 

34. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprOche zur Behandlung 
von Infektions-, Tumor- und/oder Autoimmunerkrankungen. 

35. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche zur Prophylaxe von 
Metastasen oder Mikrometastasen . 

36. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprQche zur Behandlung 
von Metastasen oder Mikrometastasen . 

37. Verwendung rtach einem der vorhergehenden Anspruche zur Prophylaxe von 
Primartumoren. 

38. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche zur Behandlung 
von Primartumoren, 

39. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprQche zur Behandlung 
von minimal residualen Tumorerkrankungen. 

40. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet dass die effektiven dendritischen Zellen oder Zelllinien mit 
einem oder mehreren Tumorantigenen oder Teilen davon beladen werden. 
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41. Verwendung 1 nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet dass effektiven dendritischen Zellen oder Zelllinien mit 
Tumorzelliysaten beladen werden. 

42. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet dass die effektiven dendritischen Zellen oder Zelllinien mit 
Tumorzellen oder Tumorzelllinien fusioniert werden. 

43. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet dass in die effektiven dendritischen Zellen oder Zelllinien 
Gene eingebracht werden, die Tumorantigene codieren. 

44. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprQche als Vakzine fur 
Infektionserkrankungen. 

45. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet dass in die effektiven dendritischen Zellen oder Zelllinien 
Gene eingebracht werden, die Virusantigene, Bakterienantigene oder 
Parasitenantigene oder Teile davon codieren oder andere Gene eingebracht 
werden, die fur infektifise Partikel oder Teile derer codieren. 

46. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet dass die effektiven dendritischen Zellen oder Zelllinien nach 
Infektion der Zellen oder Zelllinien mit infektiosen Partikeln oder abgeleiteten 
Teilen davon, die nicht vermehrungsfahig sind, eingesetzt werden. 

47. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche dadurch 
gekennzeichnet dass die effektiven dendritischen Zellen oder Zelllinien mit 
Zelllysaten von infizierten Zellen beladen werden. 
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48. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche dadurch 
gekennzeichnet dass die effektiven dendritischen Zellen Oder Zelllinien mit 
mindestens einem Infektionsantigen beladen werden. 

49. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche dadurch 
gekennzeichnet dass die effektiven dendritischen Zellen oder Zelllinien mit 
infjzierten Zellen fusloniert werden, 

50. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprGche zur Behandlung 
und/ oder Prophylaxe von rheumatischen Erkrankungen 

51. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche in der 
Transplantationsmedizin. 

52. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche dadurch 
gekennzeichnet dass die effektiven dendritischen Zellen oder Zelllinien durch 
mindestens ein stimulatorisches Molekiil weiter differenziert und/oder gereift 
sind. 

53. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche dadurch 
gekennzeichnet dass Zelllinien durch mindestens ein stimulatorisches 
MolekQl weiter zu effektiven dendritischen Zellen oder Zelllinien differenziert 
und/oder gereift sind. 

54. Kit umfassend effektive dendritische Zelllinien oder Zellen hergestelit nach 
einem der Anspriiche 1 bis 22 zur Diagnose, Prophylaxe und/oder 
Behandlung von Infektions-, Tumor- und/oder Autoimmunerkrankungen. 
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55. Testsystem umfassend effektive dendritische Zelllinien Oder Zellen hergesteilt 
nach einem der AnsprOche 1 bis 22 zur Testung von immunaktivierenden, - 
inhibierenden und/oder -modulierenden Substanzen und/oder zur Analyse 
der Biologie der dendritischen Zelllinien oder Zellen. 

56. Testsystem umfassend CD124 und CD116 positive Zelllinien oder Zellen zur 
Testung von immunaktivierenden, -Inhibierenden und/oder -modulierenden 
Substanzen und/oder zur Analyse der Biologie der dendritischen Zelllinien 
oder Zellen. 

57. Testsystem umfassend die MUTZ-3 Zelllinie oder Zellen zur Testung von 
immunaktivierenden, -inhibierenden und/oder -modulierenden Substanzen 
und/oder zur Analyse der Biologie der dendritischen Zelllinien oder Zellen. 
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